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1. Einleitung 
1.1. Motivation und Ziel der Untersuchung 
Neue Therapien zur Behandlung von Erkrankungen zu erforschen ist eine der zentra-
len Aufgaben der medizinischen Forschung. Die Art einer Therapie reicht von der 
einfachen Gabe eines Medikaments bis hin zu Operationen und dem Einsatz von 
Implantaten. Damit die richtige Therapieform gewählt werden kann, ist es jedoch 
notwendig, die Ursachen der verschiedenen Erkrankung zu verstehen. Zur Entwick-
lung geeigneter Therapien, müssen die Zusammenhänge über den Ursprung einer 
Erkrankung und die Ursachen bis auf molekulare und zelluläre Ebene untersucht 
werden. Testverfahren, die nach Krankheitsmerkmalen wie Veränderungen von Anti-
körpern, Proteinen oder Gensequenzen suchen, sowie Verfahren, die es ermögli-
chen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen zu analysieren sind dafür notwen-
dig. Tumorerkranken sind beispielsweise häufig darauf zurück zu führen, dass die 
Zell-Zell-Kommunikation gestört ist. Die Ursache dieser Störung muss identifiziert 
werden. Dazu bedarf es der Untersuchung hunderter erkrankter und gesunder Pro-
banden, damit Unterschiede und typische Krankheitsmerkmale identifiziert werden 
können. Hierfür müssen große Molekülbibliotheken durchsucht werden, um moleku-
lare Merkmale von Krankheiten zu identifizieren1. Mit Hilfe dieser molekularen Merk-
male kann zunächst der Ursprung der Krankheit untersucht werden und mit diesem 
Wissen können Diagnosesysteme zur Früherkennung der Krankheiten entwickelt 
werden. Zu diesem Zweck werden heute bereits in vitro Testsysteme eingesetzt, die 
die Untersuchung vieler hunderter Moleküle mit einer Analyse ermöglichen. Neben 
dieser Identifizierung von Krankheitsmerkmalen, können mit Hilfe der molekularen 
Merkmalen Testsysteme aufgebaut werden, die die systematische Testung neuer, 
potentieller pharmazeutischer Wirkstoffe in vitro erlauben. Mit Hilfe dieser identifizier-
ten Wirkstoffe werden schlussendlich neue Medikamente gegen die zuvor identifizier-
ten Krankheitsursachen entwickelt2.  
Die Untersuchungen der verschiedenen pharmazeutischen Wirkstoffe und die Identi-
fizierung molekularer Merkmale werden im Rahmen von Hochdurchsatzuntersu-
chungen (Highthroughput Screenings, HTS) durchgeführt3. Diese Untersuchungen 
sind tierversuchsfrei und können humanspezifisch ausgelegt werden. Die zu unter-
suchenden Merkmale werden an Oberflächen von sogenannten Diagnosechips, Mik-
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rofluidikchips oder Mikrotiterplatten gebunden. Wechselwirkungen zwischen moleku-
larem Marker und Wirkstoff werden beispielsweise in Form einer Farbumschlagsre-
aktion sichtbar und können photospektrometrisch analysiert werden 4. Außerdem 
kann die Wechselwirkung von gewebetypischen Zellen mit den Wirkstoffen an den 
getesteten Oberflächen untersucht werden4. Das durch diese Untersuchung verbes-
serte Verständnis der Wechselwirkung, ermöglicht die Entwicklung verbesserter Me-
dikamente und Implantate5.  
In herkömmlichen HTS-Systemen wird die Oberfläche einer Reaktionskammer ho-
mogen funktionalisiert, das heißt, dass die Konzentration eines Wirkstoffs auf der 
gesamten Fläche gleich ist6,7. Da jedoch die Konzentration eines Wirkstoffs die 
Wechselwirkungen mit dem zu testenden molekularen Merkmal beeinflusst, muss 
diese bei der Analyse des Wirkstoffs berücksichtigt werden. Es werden also Verfah-
ren benötigt, die während der Herstellung einer funktionellen Oberfläche die Ände-
rung der Konzentration eines Wirkstoffs ermöglichen.  
Es gibt bereits Verfahren, die die Einstellung bestimmter Molekülkonzentration er-
möglichen. Allerdings werden bei diesen Verfahren unterschiedliche Konzentrationen 
auf unterschiedlichen Oberflächen erzeugt bzw. unterschiedliche Verfahren benötigt 
um unterschiedliche Strukturen zu erzielen. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass durch 
die geeignete Parameterwahl verschiedene Aktivierungsmuster an Polymeroberflä-
chen mit hoher räumlicher Auflösung generiert werden können. Die hohe räumliche 
Auflösung ermöglicht die Aktivierung kleinster Reaktionskammern wie sie für die HTS 
eingesetzt werden. Unterschiedliche Aktivierungsmuster sind (Abbildung 1): 
a) homogene, funktionalisierte Flächen 
b) diskrete Flächen mit kontrollierter Konzentration funktioneller Gruppen  
c) kontinuierliche Konzentrationsgradienten funktioneller Gruppen.  
 
 
Abbildung 1: Aktivierungsmuster an Polymeroberflächen 
Vorgehensweise 
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Die Herstellung diskreter Flächen, sowie kontinuierlicher Konzentrationsgradienten 
reduziert die Anzahl nötiger Versuche um den Einfluss der Konzentration auf die 
Wechselwirkung zu analysieren (Abbildung 2). Außerdem wird die Aussagekraft ei-
nes Versuches verbessert, weil alle Ergebnisse mit einer Messung generiert werden 
können. 
 
 
Abbildung 2: Potential des Verfahrens zur Effizienzsteigerung des HTS 
 
1.2. Vorgehensweise 
Bisher werden Polymeroberflächen durch UV-Lampen oder nasschemisch großflä-
chig aktiviert. Anschließend werden diese mit biologisch aktiven Molekülen funktiona-
lisiert. Um eine bessere räumliche Auflösung dieser Strukturen mit unterschiedlicher 
Molekülkonzentration zu erzeugen, werden heutzutage nasschemische, maskenba-
sierte oder mikrofluidische Verfahren eingesetzt8–11. Diese konventionellen Verfahren 
sind jedoch in ihrer Flexibilität und Selektivität mit der sie eine Oberfläche aktivieren 
eingeschränkt. Diese Einschränkungen können durch die Bearbeitung mit Laser-
strahlung reduziert werden. Das hohe räumliche und zeitliche Auflösungsvermögen 
ermöglicht eine ortsaufgelöste Bestrahlung im Rahmen weniger Mikrometer. Dies 
entspricht etwa der Größe einer Eukaryotischen Zelle. So dass gezielt Zellleitstruktu-
ren realisiert werden können. 
Einleitung 
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Abbildung 3: Prozesskette „Aktivierung und biologische Funktionalisierung von PMMA und 
PCL“. Die in dieser Arbeit untersuchten Parameter sind in Rot hervorgehoben, die bearbeite-
ten Strukturen bzw. Materialien sind in grün dargestellt.  
Die Effekte, die durch UV-Bestrahlung an PMMA auftreten wurden in früheren Arbei-
ten bereits untersucht47,130. In dieser Arbeit wird erstmalig ein Verfahren etabliert mit 
dem durch lokale Aktivierung dieser Oberflächen die Funktionalisierungsdichte kon-
trolliert werden kann. Dieses Verfahren dient als Grundlage für die Entwicklung neu-
artiger in vitro Testsysteme. Anschließend wird dieses Aktivierungsverfahren auf das 
Materialsystem PCL übertragen, so dass für PCL ein neuartiges Verfahren zur Akti-
vierung und Funktionalisierung dieser Oberflächen mit UV-Laserstrahlung etabliert 
wird. Die lokale Funktionalisierung von PCL ist für die Entwicklung von Zellleitstruktu-
ren relevant. Daher wird gezeigt, dass diese selektiv aktivierten Oberflächen mit ver-
schiedenen biologisch aktiven Molekülen funktionalisiert werden können. So können 
erstmals mit Hilfe eines laserbasierten Prozesses aus nicht funktionellen Polymeren, 
Zellleitstrukturen für Implantatoberflächen und in vitro Testsysteme zur Identifizierung 
neuer Wirkstoffe hergestellt werden (Abbildung 3).  
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Abbildung 4: Prozesskette zur Aktivierung und Funktionalisierung der Polymeroberflächen 
mit Laserstrahlung. 
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Diese Arbeit untersucht die kontrollierte Bestrahlung zweier Polymersysteme mit 
Strahlung der Excimerlaserstrahlquellen ArF (Wellenlänge:193 nm) und KrF (Wellen-
länge: 248 nm). Es wird gezeigt, dass die Dichte der aktivierten Gruppen auf PMMA- 
und PCL-Oberflächen durch die Excimerlaserbestrahlung eingestellt werden kann 
(Abbildung 4). Untersucht wird der Einfluss der Fluenz, der Dosis und der Repetiti-
onsrate auf die Aktivierung der Oberfläche, um Prozessfenster zur Bearbeitung mit 
den verschiedenen Strahlquellen zu bestimmen. Durch die Bestrahlung der Oberflä-
chen entstehen oxidativ aktivierte Gruppen, an die in einem anschließenden nass-
chemischen Verfahren die Amingruppen Polyethyleneimine oder Ethylendiamin an-
gebunden werden. Diese Amingruppen stehen dann für weitere Funktionalisierungs-
reaktionen mit biologisch aktiven Substanzen zur Verfügung. Der Nachweis zu er-
folgreichen Aktivierung und Aminierung wird durch Grauwertanalysen erbracht. Für 
die Validierung dieser Analysen stehen Verfahren wie REM, XPS oder Zetapotenti-
almessung zur Verfügung (vgl. Tabelle 1). 
Tabelle 1: Nachweis- und Validierungsmethoden 
Ziel 
Nachweis der funk-
tionellen Gruppen 
Validierung der  
Nachweismethode 
Oberflächenaktivierung 
Carboxylgruppen 
• Grauwertanalyse  
(Kap. 3.4.2ff, 3.8.1) 
• REM (Kap. 3.4.1) 
(Schädigung) 
• XPS (Kap. 3.4.4) 
(Quantifizierung Amingruppen) 
• Zetapotential (Kap. 3.4.4) 
(Qualifizierung funktionelle 
Gruppen) 
Amingruppen 
Biologische Funktionalisierung 
Laktose 
• Grauwertanalyse  
(Kap. 3.7.3, 3.8.1) 
• Lektinimmobilisierung  
(Kap. 3.7.3) 
RGD-
Immobilisierung 
• Kontaktwinkelmes-
sung (Kap. 3.7.1) 
• Zellkultivierung 
(Kap. 3.7.2) 
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Anschließend wird untersucht, ob das Tripeptid Arginin-Trypsin-Asparaginsäure 
(RGD) als eine der am weitesten verbreiteten Zellerkennungssequenz angebunden 
werden kann. Anhand der konzentrationsabhängigen Anbindung von RGD wird un-
tersucht, ob Zellen die Konzentrationsunterschiede detektieren und sich an diesen 
Zellleitstrukturen ausrichten. Neben Proteinen dienen im Organismus Glykoside als 
molekulare Merkmale für die Interaktion von Zellen. Für die erfolgreiche Bindung von 
Glykosiden ist die Dichte funktioneller Gruppen an der Oberfläche besonders ent-
scheidend, da es bei zu hoher Glykosiddichte zu sterischer Hinderung der Bindungen 
kommt. Es wird daher untersucht, ob Laktose als funktionelles Molekül an die Amin-
gruppen angebunden werden kann. Die Funktionalität der Laktose wird durch Anbin-
dung eines für Laktose spezifischen Lektins nachgewiesen (vgl. Tabelle 1). 
Grundlagen und Stand der Technik 
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2. Grundlagen und Stand der Technik 
In-vitro-Testsysteme sind ein Werkzeug bei der Erforschung von Krankheiten und der 
Entwicklung neuer Medikamente. Damit die Qualität dieser Testsysteme zunimmt, 
werden stets neue und spezifischere Verfahren untersucht. Die Entwicklungen rei-
chen von planaren Mikrochipsystemen5, über zellbasierte Testsysteme4 bis hin zu 
komplexer künstlicher Haut. Das Hauptziel der Entwicklungen von diesen in vitro 
Testsystemen stellt immer die Untersuchung der Wechselwirkung eines Testsystems 
und einer zugegebenen Testsubstanz dar. Die Zusammensetzung dieser Oberflä-
chen kann, wie die Art der zu testenden Testsubstanzen, vielfältig sein. Oberflächen 
und Testsubstanzen bestehen aus ganzen lebenden Zellen, aus Zellbestandteilen 
oder auch aus rein chemischen pharmakologischen Testsubstanzen oder Kombinati-
onen dieser Substanzen.  
Im Folgenden wird erläutert, mit welchen Testverfahren neue Wirkstoffe identifiziert 
werden. Anschließend wird ein Überblick über eingesetzte Verfahren zur Oberflä-
chenmodifikation mit gleichmäßiger oder variabler Konzentration reaktiver Gruppen 
an der Oberfläche gegeben. Abschließend wird exemplarisch gezeigt, wie Biomole-
küle angebunden werden können.  
2.1. Identifizierung neuer Wirkstoffe 
Große Pharmaunternehmen haben in den vergangenen zwanzig Jahren Datenban-
ken aufgebaut, in denen mögliche Moleküle aufgelistet sind, die für pharmakologi-
sche Untersuchungen geeignet sein können. 2004 enthielt eine Datenbank bei Bayer 
alleine über 1,5 Millionen einzelner Moleküle. Trotz dieser großen Datenbanken, sind 
die Erfolge einen Wirkstoff gegen eine bestimmte Erkrankung zu finden nach wie vor 
zufällig. Damit ein potentiell interessantes Molekül zu einer Leitstruktur für die Ent-
wicklung eines Medikaments wird, muss dieses mindestens fünf verschiedene Be-
dingungen erfüllen12: 
1. Ein signifikanter biologischen Effekt muss sowohl in vitro als auch in vivo vor-
handen sein.  
2. Eine spezifische Interaktion mit einem zur Krankheit korrespondierenden Re-
zeptor muss aufgewiesen werden. 
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3. Strukturell verwandten Molekülen, die schon eine Strukturaktivität aufweisen, 
sollten bereits bekannt sein. 
4. Die Strukturklasse sollte chemisch in sinnvoller Zeit und zu vertretbaren Kos-
ten synthetisiert werden können. 
5. Die Absorptions-, Verteilungs- und Metabolisierungseigenschaften sollten ge-
nerell nicht durch den Körper unterbunden werden.  
Relevante Ziele für diese Leitstrukturen sind Membranproteine, welche eine Voraus-
wahl ermöglichen. Jedoch gibt es für die Membranproteine bis heute nur unzu-
reichende Strukturdaten. Eine immense Anzahl von Molekülen muss zunächst analy-
siert werden, bevor neue Leitstrukturen definiert werden können. Für diese Untersu-
chungen ist die Hochdurchsatzuntersuchung (engl. high throughput screening, 
HTS13), entwickelt worden. Sie ermöglich die Analyse einer großen Anzahl Moleküle 
in kurzer Zeit. Dazu ist die Entwicklung von immer kleineren und sensitiveren Test-
systemen notwendig2,14. Diese Untersuchung erlaubt heutzutage typischerweise die 
Analyse von 10000 Substanzen pro Test und Tag. Ab 100000 Testungen pro Tag 
und Test spricht man von Ultrahochdurchsatz-Untersuchungen (Ultra-HTS). Die 
meisten solcher Testsysteme, die Dispenser und Automatisierungssysteme sind für 
Mikrotiterplatten mit 96-Reaktionskammern ausgelegt14. Allerdings fordert die stei-
gende Anzahl zu testender Substanzen die Miniaturisierung der Testsysteme. Dazu 
werden zwei Ansätze verfolgt: Zum einen die Entwicklung von Systemen mit höhere 
Dichte an Reaktionsgefäßen mit kleineren Volumina beispielsweise 384, 1536 bis hin 
zu 9600 Lochplatten mit 0,2µl Volumen15–17. Zum anderen werden mikrofluidische 
Systeme mit Kanalgrößen von 10-100 µm im Glas oder Quarzglas entwickelt18,19, 
welche die mit Proben- und Reagenzvolumina im Nanoliter Bereich arbeiten.  
Neben den bereits oben genannten Membranproteinen, die als Zielstruktur interes-
sant sind, werden DNS (Desoxyribonukleinsäure), RNS (Ribonukleinsäure) und Ami-
nosäuresequenzen, wie das in dieser Arbeit betrachtete RGD und kleine Moleküle 
auf solchen Teststrukturen untersucht. Mittels optischer Fluoreszenzmessverfahren 
werden typischerweise Rezeptor- und Enzymaktivitäten bestimmt. Eine andere Me-
thode der Testung, ist die Zellbesiedlung und anschließende Evaluation der Zelldich-
te, Morphologie und Viabilität. Eine spezielle Methode der Zieldefinition ist die der 
affinitätsbasierten Zieldefinition, bei der über die Bindungsaffinität eines Moleküls zu 
einem Ziel entschieden wird, ob Molekül und Ziel zueinander passen20. Da die Bin-
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dungsaffinität von Glykoproteinen konzentrationsabhängig ist, ist die Konzentration in 
der diese auf der Oberfläche der Trägerstrukturen präsentiert werden wichtig (Kap. 
2.5.2). 
Trägerstrukturen und Mikrofluidikbauteile werden aus Glas oder Polymeren wie Poly-
styrol oder PMMA hergestellt. Sie eignen sich aufgrund ihrer optischen Eigenschaf-
ten für die Analyse mit photospektrometrischen Plattenlesegeräten. Aber auch Mate-
rialien wie Polycaprolacton, welches für die Entwicklung von elastischen Implantatge-
rüsten eingesetzt wird, wird hinsichtlich der Zell- und Gewebeinteraktion untersucht21.  
2.2. Oberflächenmodifikation von Polymeren mit Laserstrahlung 
Die Beschaffenheit von Oberflächen spielt für nahezu jede Anwendung eine ent-
scheidende Rolle. So kann eine Oberfläche beispielsweise unregelmäßig strukturiert 
oder glatt sein, oder sie kann ein regelmäßiges Muster aus beispielsweise Linien o-
der Noppen aufweisen. Diese Muster kommen im Bereich unterschiedlicher Größen-
ordnungen von Nanometer bis Millimeter vor und beeinflussen Zellwachstum und 
Adhäsion22–24. 
Zusätzlich zur Oberflächenstruktur spielt die Benetzbarkeit einer Oberfläche für viele 
Anwendungen eine Rolle25. Die Benetzbarkeit wird durch die beschriebenen Struktu-
ren und durch die chemische Zusammensetzung der Oberfläche beeinflusst. Die 
Kontrolle von Beschaffenheit und chemischer Zusammensetzung einer Oberfläche ist 
daher vorteilhaft26. 
Die Bearbeitung von Oberflächen mit Laserstrahlung bietet vielfältige Möglichkeiten, 
auf ihre Beschaffenheit Einfluss zu nehmen. Durch die Strukturierung von Polymeren 
mit UV-Laserstrahlung lassen sich auf der Mikro- und Nanometer Skala Rillen und 
Noppen generieren. Mit Hilfe von Strukturierung im Mikrometerbereich mit ArF-
Excimerstrahlung wird der Kontaktwinkel an Polymeroberflächen wie Polystyrol, 
PEEK sowie PMMA verändert und so das Wachstum von Zellen beeinflusst27. Der 
Einsatz eines Mehrstrahlinterferenzaufbaus mit einer 355 nm Nd:YAG-
Laserstrahlquelle ermöglich Strukturen zwischen 100 nm und 1000 nm zu erzeugen, 
welche die Benetzung und das Zellwachstum beeinflussen28. Anwendungsgebiete für 
diese Strukturierungen sind in vitro Testsysteme für die Zellkultur. Darüber hinaus 
eignen sie sich für mikrofluidische und mikrooptische Anwendungen29,30. Ebenso 
werden diese laserbasierten Verfahren eingesetzt, um Membranen für das Tissue 
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Engineering zu modifizieren und deren Biokompatibilität zu verbessern. Tiaw et al. 
und Choi et al. haben in ihren Arbeiten gezeigt, dass PCL mit KrF-
Excimerlaserstrahlung und Femtosekunden-Laserstrahlung bei der Wellenlänge 
800 nm perforiert wird und sich durch die Bestrahlung die Benetzungseigenschaften 
ändern31,32. Die bisher beschriebene Strukturierung beruht immer auf degradieren-
den Prozessen bei denen entweder photolytisch oder photothermisch Polymerketten 
an der Polymeroberfläche gespalten werden. Dadurch ändert sich neben der Topo-
graphie auch die Oberflächenchemie, die einen zusätzlichen Einfluss auf die Benetz-
barkeit hat.  
Zusätzlich zur Oberflächenmodifizierung durch Laserabtrag lassen sich dreidimensi-
onale Strukturen auf der Oberfläche durch Mehrphotonen-Photolithographie aufbau-
en. Diese Strukturen werden dazu eingesetzt, das Wachstumsverhalten von Zellen 
auf unterschiedlichen Oberflächen zu untersuchen und so grundlegendes Verständ-
nis für Zelladhäsions- und Wachstumsprozesse zu erzielen33,34. Des Weiteren wer-
den Oberflächen mit Hilfe des LIFT (engl. laser induced forward transfer)-Verfahrens 
beschichtet. Dieses Verfahren ermöglicht die kontaktfreie Übertragung und Positio-
nierung von sowohl getrockneten und gelösten Proteinen35, als auch von lebenden 
Zellen36.  
2.3. Oberflächenaktivierung von Polymeroberflächen 
Die Interaktion der Oberfläche eines biomedizinischen Bauteils mit der biologischen 
Komponente ist eine der zentralen Fragestellungen mit der sich die gegenwärtige 
medizintechnische Forschung beschäftigt. So ist das Verständnis der Mechanismen 
der Interaktion von Proteinen mit der Oberfläche notwendig. Man unterscheidet drei 
Arten der Interaktion:  
1. Adsorption beruht auf Van-der-Waals-Wechselwirkung37. Sie ist meist unspe-
zifisch lässt sich aber auch gezielt für Wirkstofffreisetzungsanwendungen ein-
setzen. 
2. Bei Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen wie bei Biotin/Avidin wirken Bin-
dungskräfte von bis zu 250 pN38.  
3. Kovalente Bindungen, bilden die stabilste Bindungsart. Sie wird für die Bin-
dung von Wirkstoffen eingesetzt. Ein kovalent an die Oberfläche gebundener 
Grundlagen und Stand der Technik 
12 
Wirkstoff wird schlechter vom Organismus metabolisiert, wodurch er länger 
seine Funktion im Organismus ausführen kann. Außerdem können auf diese 
Weise Wirkstoffe eingesetzt werden, welche im gebundenen Zustand nicht to-
xisch wirken, wie bei anti-Tumor-Medikamenten, metabolisiert jedoch schaden 
würden39. 
Für die kovalente Funktionalisierung unterschiedlicher Polymeroberflächen sind im 
Laufe der Zeit unterschiedlichste Technologien entwickelt worden. Physikalische und 
chemische Methoden, mit denen die Materialien beschichtet, strukturiert oder einzel-
ne Moleküle gebunden werden, werden unterschieden40,41. 
2.3.1. UV-Bestrahlung 
Polymere sind chemische Verbindungen, die sich aus sich wiederholenden linearen 
oder verzweigten Molekülketten zusammensetzen. Durch die Art der Verbindung er-
geben sich stabile Oberflächen, die nicht mit ihrer Umgebung interagieren. Um eine 
Polymeroberfläche zu funktionalisieren, muss sie zunächst aktiviert werden. Reaktive 
Gruppen müssen auf der Oberfläche geschaffen werden. Solche reaktiven Gruppen 
sind beispielsweise Carboxylgruppen oder Amingruppen. Ein Verfahren zur Aktivie-
rung von Polymeroberflächen ist die UV-Bestrahlung13. Aufgrund der guten Absorpti-
on dieser Wellenlängen (λ ≤ 300 nm) lassen sich Polymere durch Bestrahlung akti-
vieren. Kohlenstoff-Sauerstoff-(C-O-) oder Kohlenstoff-Kohlenstoffverbindungen (C-
C) werden aufgebrochen, so dass Carboxylgruppen als aktive Kettenenden entste-
hen (vgl. hierzu Abbildung 5 und Abbildung 6). Entscheidend für die Aktivierung der 
Oberfläche sind einerseits die Bestrahlungsdosis und andererseits die Wellenlänge, 
mit welcher die Polymerbindungen gespalten werden42. Aus der Wellenlänge λ der 
Strahlquelle lässt sich mit Hilfe des Planck’schen Wirkungsquantum h und der Licht-
geschwindigkeit c die Photonenenergie E berechnen (Tabelle 2) 
𝐸 =
ℎ ∙ 𝑐
𝜆
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Tabelle 2: Photonenenergie und Wellenlänge von UV-Laserstrahlquellen 
Strahlquelle Wellenlänge [nm] Energie eines Photons [eV] 
ArF-Excimerlaser 193 6,4 
KrF-Excimerlaser 248 5,0 
4ϖ Nd:YAG-
Mikrochiplaser 
266 4,7 
3ϖ Nd:YAG-
Mikrochiplaser 
355 3,5 
 
Auf der Materialseite wird die notwendige Energie zur vollständigen Spaltung der 
kovalenten Bindung zwischen zwei Atomen eines Moleküls als Bindungsenthalpie 
bezeichnet. Sie liegt für C-C-Bindungen bei 348 kJ/mol und für C-O-Bindungen bei 
358 kJ/mol (Tabelle 3). Die Bindungsenthalpie eines Mols lässt sich für die einzelne 
Bindung in die Bindungsenergie umrechnen.  
Tabelle 3: Bindungsenthalpie und Bindungsenergien der häufigsten Kohlenstoffverbindun-
gen43 
Verbindung Bindungsenthalpie [kJ/mol] Bindungsenergie [eV] 
C-C 348 3,6 
C-O 358 3,71 
C-H 413 4,28 
C=C 614 6,36 
C=O 745 7,72 
 
Der Vergleich der Bindungsenergien mit den Photonenenergien der verschiedenen 
UV-Laserstrahlquellen macht deutlich, weshalb Bindungen durch Bestrahlung mit 
diesen Wellenlängen aufgebrochen und Oberflächen aktiviert werden können. Die 
Bindungsenergien der C-C-Einfachbindungen liegen bei durchschnittlich 3,6 eV44. 
Die Bindungsenergien einer C-O-Esterbindung die zur Aktivierung der Oberfläche 
aufgespalten werden soll, liegt bei 3,7 eV und wird daher sowohl mit der Wellenlänge 
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193 nm (6,4 eV), als auch mit der Wellenlänge 248 nm (5 eV) gespalten. Daher wird 
der Einfluss von Laserstrahlung der Wellenlängen 193 nm und 248 nm auf die Akti-
vierung von PMMA und PCL in dieser Arbeit untersucht. 
Die Oberflächenaktivierung durch UV-Bestrahlung ist ein preiswertes Verfahren, wel-
ches unter milden Versuchsbedingungen abläuft. Für die Aktivierung sind keine stark 
sauren oder basischen Lösungen notwendig. Demzufolge ist dieses Verfahren für 
empfindliche Polymere geeignet. Des Weiteren erlaubt die Aktivierung mit UV-
Strahlung im Allgemeinen eine selektive Funktionalisierung der Oberfläche ohne das 
Gesamtmaterial zu beeinflussen45. Der Einsatz von Laserstrahlung bietet im Beson-
deren den Vorteil, dass sie räumlich und zeitlich hoch aufgelöst ist. Hierdurch lassen 
sich Polymere gezielt im Bereich weniger Mikrometer bestrahlen. Außerdem wird die 
Stärke der Aktivierung durch die eingebrachte Strahlungsdosis kontrolliert werden. 
Dies geschieht durch die Kontrolle der Pulsenergie und die Anzahl und Dauer der 
Pulse. 
Aktivierung von PMMA 
Der Absorptionsindex [A] der Strahlung im PMMA liegt bei der Wellenlänge 
𝜆 = 193 nm bei A = 2·103 cm-1 46. Während der Bestrahlung unterhalb der Abtrags-
schwelle (Ft = 27 mJ/cm
2) erfolgt eine photolytische Radikalreaktion, welche zur Bil-
dung von Ketonen und Carboxylgruppen und zur Neuordnung des Polymerrückgrats 
führt47. Die Abtragsschwelle eines Polymers ist der Grenzwert der eingesetzten 
Fluenz, oberhalb derer die Materialoberfläche abgetragen wird. Wei et al. postulieren 
drei verschiedene Aktivierungswege, die durch Bestrahlung auftreten (Abbildung 5). 
Die Wege I und II beruhen auf der Entstehung von Carboxylgruppen durch Spaltung 
einer C-O-Esterbindung in der Seitengruppe der PMMA-Kette. Bei Weg I wird die 
gesamte Methoxygruppe abgespalten, während bei Weg II nur die Methylgruppe ab-
gespalten wird. Die Bearbeitung des Polymers sollte unterhalb der Abtragsschwelle 
erfolgen, damit die Oberfläche nicht zerstört wird und ganze Polymerketten abgespal-
ten werden47. Weg III beschreibt einen Reaktionsweg, der abläuft, wenn Teile der 
Polymerkette gespalten werden. Hierbei entstehen keine aktivierten Carboxylgrup-
pen. Dieser Weg soll im Folgenden nicht betrachtet werden. 
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Abbildung 5: UV-Aktivierung von PMMA bei 254 nm unter atmosphärischen Bedingungen, 
postuliert von Wei et al47.Die Wege I und II führen zu einer Bildung von Carboxylgruppen an 
der Oberfläche (roter Kreis). Weg III führt zu einer Kettenabspaltung. 
Aktivierung von PCL 
PCL weist bei der Wellenlänge 𝜆 = 193 nm einen Absorptionsindex von 
A = 1,1*104 cm -1 auf48. Die Abtragsschwelle von PCL beträgt Ft = 200 mJ/cm
249. 
PCL ist ein lineares Molekül ohne Seitengruppen. Die UV-Bestrahlung führt zu einer 
Delokalisierung der Elektronen innerhalb der Esterbindung. Im nachfolgenden Schritt 
bricht die PCL-Kette auf. Ein Kettenende mit Carboxylgruppen und eins mit Allyl-
gruppe entsteht. Dieser Photodegradationsprozess in PCL wird als „Norrish Typ II“-
Reaktion bezeichnet50(Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Photolytischer Abbau von PCL durch UV-Bestrahlung erfolgt nach “Norrish Typ 
II”-Reaktion50.Der roter Kreis markiert die reaktive Gruppe für die weitere Funktionalisierung. 
 
2.3.2. Plasmabehandlung 
Die Plasmabehandlung von Oberflächen ist ein heute industriell weit verbreitetes 
Verfahren. Es wird zum Reinigen, Ätzen, zur Plasmapolymerisation und zur Oberflä-
chenaktivierung eingesetzt. Je nach Anwendung werden unterschiedliche Plasmen 
verwendet. Plasma ist ein ionisiertes Gas, bestehend aus geladenen Partikeln und 
Elektronen51. Die im Gas enthaltenen Ionen und Elektronen reagieren während einer 
Behandlung untereinander, sowie mit der Polymeroberfläche und induzieren dort ak-
tive Gruppen mit Eindringtiefen mehrerer hundert Ångström. Durch die Wahl des 
Plasmagases (Ar, N2, O2, H2O, CO2, NH3) und der Prozessparameter wie Kammer-
druck, Spannung und Zeit lässt sich die Art der Aktivierung kontrolliert 39,52.  
Eine Plasmakammer besteht aus einer Vakuumkammer, in sich eine leitende und 
eine geerdete Elektrode befinden. Auf der geerdeten Elektrode wird die Probe plat-
ziert. Die Kammer wird mit Plasmagas befüllt. Zur Erzeugung und Aufrechterhaltung 
eines Plasmas wird eine Spannungsquelle an die leitende Elektrode angeschlossen. 
Diese Spannungsquelle kann entweder eine Wechselspannungs- oder eine Gleich-
spannungsquelle sein. Durch Anlegen einer Wechselspannung fließt nun Strom über 
die Elektroden und beginnt das Gas zu ionisieren. Positiv und negativ geladene Io-
nen entstehen (Abbildung 7). Bei Wechselspannungsquellen hängt die Ionisierung 
von der Wechselspannungsfrequenz ab. Sie liegt typischerweise zwischen 50 und 
100 kHz, damit eine kontinuierliche Ionisierung stattfindet. 
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Abbildung 7: Plasmaaktivierung von Probenoberflächen 
Je nach gewünschtem Prozess wird das entsprechende Reaktionsgas ausgewählt. 
Neben den Möglichkeiten mit Plasma eine Oberfläche zu reinigen, zu ätzen oder 
Plasmapolymerisation durchzuführen, werden Oberflächen im Plasma aktiviert. 
Für biologische Anwendungen sind im Wesentlichen sauerstoff- und stickstoffhaltige 
Plasmen von Interesse. Die funktionellen Gruppen werden verwendet, um die Bio-
kompatibilität zu verbessern. So wird durch Plasmabehandlung und anschließende 
Funktionalisierung mit VEGF die Endothelialisierung und Hämokompatibilität von 
Blutgefäßen aus PCL verbessert53. 
Sauerstoffhaltige Plasmen werden verwendet, um sauerstoffhaltige funktionelle 
Gruppen wie Carboxyl-, Carbonyl- oder Hydroxylgruppen an Polymeroberflächen zu 
induzieren. Durch eine Sauerstoffplasma-Modifizierung wird das Verhältnis von Koh-
lenstoffatomen zu Sauerstoffatomen auf plasmabehandelten PCL-Fasern umgekehrt. 
Zellproliferations- und Adhäsionsexperimente mit Schwannzellen auf diesen behan-
delten PCL-Fasern ergeben im Vergleich zu unbehandelten und mit Kollagen behan-
delten PCL-Fasern ein um 17% verbessertes Wachstum. Der erhöhte Sauerstoff-
gehalt hat dabei einen wesentlichen Einfluss auf Zelladhäsion und Zellproliferation54.  
Vargo et al. haben mit Wasserdampfplasma Hydroxylgruppen an PMMA induziert. 
Durch die Modifikation wird die PMMA Oberfläche hydrophiler. Kontaktwinkelmes-
sungen zeigen, dass eine Aktivierung mit einem H2O-Plasma im Vergleich zum 
O2/H2O-Plasma zu einer hydrophileren Oberfläche führt. Die Photoelektronen- und 
Infrarotspektroskopie beweisen, dass eine Behandlung mit dem O2/H2O-Plasma die 
Oberflächenbeschaffenheit, bezogen auf das Verhältnis von C-Hx zu C-O und O-
C=O Gruppen, stärker verändert als ein reines H2O-Plasma. Während durch das 
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H2O-Plasma nur Methyl- und Estergruppen zu Hydroxylgruppen umgewandelt wer-
den, werden bei der O2/H2O Behandlung bereits vorhandene Carboxylgruppen modi-
fiziert. Carbonylgruppen entstehen zusätzlich55. Die Zusammensetzung des Plasmas 
beeinflusst demnach die Reaktion an der Oberfläche, wodurch die Oberflächenei-
genschaften auf diese Weise entsprechend der jeweiligen Materialanforderungen 
kontrolliert eingestellt werden. 
Durch die Verwendung eines Ammoniak Plasmas entstehen NH2-Gruppen, durch die 
eine aminierte Oberfläche entsteht. Dieses Verfahren wird dazu eingesetzt um die 
Benetzbarkeit, sowie die Biokompatibilität einer Oberfläche zu verbessern56,57. Durch 
Amingruppen auf Polystyroloberflächen wird das Zellwachstum verbessert. Dies ist 
zum einen auf die Benetzbarkeit, zum anderen auf die Amine zurückzuführen, die in 
zelleigenen Proteinen vorkommen58.  
Vorteile und Gründe der weiten Verbreitung der Plasmabehandlung sind59: 
1. Oberflächen werden modifiziert, ohne dass die Materialeigenschaften im Kern 
verändern werden. 
2. Jede Polymeroberfläche kann modifiziert werden. 
3. Die Wahl des Gases entscheidet über die Art der Funktionalisierung. 
4. Durch Plasmabehandlung treten keine unerwünschten Nebeneffekte wie Lö-
sungsmittelrückstände oder Quellung auf, wie sie bei nasschemischen Verfah-
ren vorkommen. 
5. Große Oberflächen können gleichmäßig aktiviert werden. 
Neben den vielen Vorteilen gibt es jedoch Nachteile, weswegen Alternativen zu die-
sem Verfahren benötigt werden. Dazu gehören: 
1. Eine Vakuumkammer wird immer benötigt. 
2. Plasmabehandlungen sind stets von den Prozessparametern (Druck, Tempe-
ratur, Gaskonzentration etc.) abhängig und sind nicht auf andere Materialien 
übertragbar. Sie müssen für jedes Material neu bestimmt werden. 
3. Die Übertragung des Laborprozesses auf einen großindustriellen Maßstab ist 
sehr komplex und wird daher selten umgesetzt. 
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4. Der Prozess, mit dem die Plasmaaktivierung auf einer Oberfläche abläuft ist 
vielfach nicht verstanden oder schwer nachzuvollziehen. Das Verständnis ist 
nötig um den Prozess zu kontrollieren und reproduzierbar anzuwenden. 
2.3.3. Chemische Aktivierungsverfahren 
Zusätzlich zur Oberflächenaktivierung durch UV-Bestrahlung und Plasmabehandlung 
lassen sich Oberflächen nasschemisch modifizieren. 
Nasschemische Modifikation 
Der Vorteil der nasschemischen Modifikation gegenüber anderen beschriebenen Ver-
fahren ist die Anwendbarkeit auf unterschiedliche Geometrien und poröse Strukturen. 
Die Wahl der Reagenzien ist dabei von der Art des Materials und der späteren, ge-
wünschten Funktionalität abhängig. Auf einer PMMA-Oberfläche werden durch die 
Inkubation in konzentrierter Natriumhydroxid-Lösung und Schwefelsäure durch saure 
und basische Hydrolyse Carboxylgruppen erzeugt und anschließend mit biologisch 
aktiven Substanzen funktionalisiert39. Die Aminolyse von PMMA ermöglicht primäre 
Amine auf der Oberfläche zu immobilisieren. 
Obwohl diese Methode eine nahezu freie Geometriewahl des Materials zulässt, ist es 
schwierig, ein spezifisches und reproduzierbares Ergebnis zu erzielen. Grund dafür 
ist die Abhängigkeit der Reaktion an den Seitenketten des Polymers von der Ausrich-
tung und dem Molekulargewicht. Deshalb ist ein, an einer bestimmten Materialart 
etabliertes Verfahren nicht auf andere Polymere übertragbar. Des Weiteren entsteht 
während der Modifikation giftiger Abfall. Dies ist im Labormaßstab akzeptabel, für 
eine industrielle Anwendung aber nicht vertretbar. 
Aminierung von Polymeroberflächen 
Die nasschemische Methode Amingruppen kovalent an die Oberfläche zu koppeln, 
stellt die in dieser Arbeit untersuchte Aminierung der durch Bestrahlung aktivierten 
Polymeroberflächen dar. Die durch die Bestrahlung an der Normalatmosphäre ent-
standenen Carboxylgruppen müssen für weitere Reaktionen stabilisiert werden. Dies 
verhindert das Insertieren der Carboxylgruppen in die Oberfläche. Sie sind somit für 
funktionelle Gruppen zugänglich. Außerdem hängt die Reaktivität bioaktiver Sub-
stanzen von der Art der Bindung an die Oberfläche ab. Sie verlieren ihre Reaktivität 
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aufgrund sterischer Hinderung, wenn sie direkt an die Oberfläche gebunden sind39. 
Diesem Effekt wirkt die Anbindung der Amine, an welche die bioaktiven Substanzen 
gebunden werden, als Abstandshaltern an der Oberfläche, entgegen. Unterschiedli-
che Moleküle, welche an die Oberfläche gebunden werden als Abstandshalter unter-
sucht. Darunter sind lineare Moleküle wie Poly(Ethylenglycol) (PEG) oder Ethylendi-
amin (EDA) und polyfunktionale, verzweigte Moleküle wie Poly(Ethylenimin) (PEI). 
Durch die Anbindung von PEI konnte in Experimenten von Goddard et al. die Anzahl 
reaktiver funktioneller Gruppen von 3,3 auf 15,7 nmol/ cm² gesteigert werden39. 
Der Aktivester 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) bindet an Car-
boxylgruppen auf der Polymeroberfläche, wodurch das Kohlenstoffatom der Poly-
meroberfläche eine positiv geladene Partialladung erhält. An dieses Kohlenstoffatom 
greift im nächsten Schritt das primäre Amin des funktionellen Moleküls nukleophil an. 
Das EDC Molekül geht als Isoureaderviat in den Überstand der Lösung und das A-
min bindet an die Oberfläche (Abbildung 8)60. Diese aminierten Oberflächen stehen 
für weitere Funktionalisierungsschritte mit bioaktiven Substanzen zur Verfügung. 
 
 
Abbildung 8: Aminierungsreaktion der bestrahlten Polymeroberfläche. EDA wird mit Hilfe des 
Aktivesters EDC in einem nukleophilen Angriff an die Carboxylgruppe angebunden. Nach 
Hermanson60. 
  
Oberflächenaktivierung von Polymeroberflächen 
21 
Silanisierung 
Die Silanisierung wurde ursprünglich für die Verbindung von organischen Polymeren 
mit nicht-organischen Substraten entwickelt. Whitesides et al. untersuchten die 
selbstorganisierte „quasi-Kristalline“ monolagige Anordnung der Silane, welche für 
die Entwicklung von anorganischen Substraten für mikro- und nanoskalige optische 
und elektronische Bauteile eingesetzt werden61,62. Organische Silane, die an den 
Endgruppen Poly-(Ethylenglykol) (PEG) oder Vinylgruppen besitzen werden in biolo-
gischen Anwendungen auf ihren Einfluss auf Proteinadsorption und Fibroblastenad-
häsion auf Glas untersucht63. Da die Silanisierungschemie auf Hydroxylgruppen auf 
Glas- oder Siliziumoberflächen abzielt, lässt sich diese Chemie auch auf PMMA 
übertragen. So konnten Long et al. zeigen, dass organische Silane an H2O-
plasmaktiviertes PMMA angebunden werden können64. 
Die Tabelle 4 fasst abschließend die Vor- und Nachteile der in diesem Kapitel be-
schriebenen Methoden zur Oberflächenaktivierung zusammen.  
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Tabelle 4: Vor- und Nachteile der Methoden zur Oberflächenaktivierung 
Verfahren Vorteil Nachteil 
UV-Bestrahlung: 
Lampe 
 
- Großflächige Bestrahlung 
- Aktivierung kontrollierbar 
- Milde Reaktionsbedingun-
gen 
- Geringe Bestrahldosis 
- Lange Bearbeitungszeit 
- UV-sensitive Polymere 
- Breites UV-Spektrum, 
dadurch unspezifische 
Spaltung von Bindungen 
- Ebene Geometrien 
UV-Bestrahlung: 
Laserstrahlquelle 
- Lokale Bestrahlung <10 µm 
- Strukturierung 
- Kontrolle der Parameter 
Dosis, Fluenz, Frequenz  
 Kontrolle der Aktivierung 
- Milde Reaktionsbedingun-
gen 
- Schnelle Aktivierung durch 
höhere Energiedichte  
- Wellenlänge kann auf Bin-
dungstyp abgestimmt wer-
den 
- Keine Großflächige Bear-
beitung 
- Schädigung der Oberflä-
che durch zu hohe Be-
strahlungsdosis 
- Lange Bearbeitungszeit 
für große Flächen 
- Nur ebene Flächen 
Plasma  
Aktivierung 
- Großflächig 
- Gleichmäßig 
- Art der Funktionalisierung 
wird durch Wahl des Pro-
zessgases bestimmt 
- Unzureichende Reprodu-
zierbarkeit 
- Keine räumliche Auflö-
sung  keine Kontrolle 
der Aktivierung 
- Viele Prozessparameter 
Nasschemische 
Aktivierung: 
- Großflächige Aktivierung 
- Gleichmäßige Aktivierung 
- Art der Aktivierung wird 
durch Wahl der Reagenzien 
bestimmt 
- Variable Probengeometrien 
- Unzureichende Reprodu-
zierbarkeit 
- Reaktionen sind Materi-
alabhängig  
- Geringe räumliche Auflö-
sung 
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2.4. Herstellung und Anwendung von Gradienten  
Durch die chemische Aktivierung entstehen diskrete, homogen aktivierte Oberflä-
chen. Zur Untersuchung von Zellausrichtung oder konzentrationsabhängigen Pro-
teinanbindung an Polymeroberflächen sind funktionalisierte Oberflächen mit räumli-
cher und zeitlicher Auflösung notwendig. Die Aktivierung der Oberfläche ändert sich 
entlang einer Längen- oder Zeitskala. Diese Strukturen werden als Gradienten be-
zeichnet. Gradienten können in unterschiedlichen Dimensionen ausgeprägt sein. 2D-
Gradienten werden häufig auf flachen Oberflächen wie Mikrochips verwendet, wohin 
gegen 3D-Gradienten in Hydrogelen verwendet werden (Abbildung 9A). 
 
Abbildung 9: Gradientenarten A) die aufgrund ihrer Dimension unterschieden werden; B) die 
aufgrund ihrer Beschaffenheit unterschieden werden; C) die aufgrund ihrer dynamischen 
Zustände unterschieden werden.  
Die Konzentration eines Moleküls ist für die Identifizierung eines neuen Wirkstoffs 
entscheidend (Kap. 2.1), da je nach Konzentration ein Wirkstoff toxisch sein kann 
oder seine Bindungseigenschaften ändert. Deswegen sind Konzentrationsgradienten 
bei der Entwicklung von HTS-Testverfahren eine Methode verschiedene Konzentrati-
onen innerhalb eines Experiments zu untersuchen. Gradienten werden dazu ver-
wendet Wachstumseigenschaften von Zellen, sowie deren Ausrichtung zu kontrollie-
ren. Eine Vielzahl verschiedener Gradienten lässt sich zunächst nach der Art ihrer 
Herstellung klassifizieren. Genzer und Bhat unterscheiden Bottom-up und Top-Down-
Verfahren9:  
Bottom-up-Verfahren werden Aggregationsverfahren genannt, weil sich bei diesem 
Verfahren kleine Moleküle wie Monomere, Oligomere oder Polymere in unterschiedli-
chen Konzentrationen durch Diffusion an eine Oberfläche anlagern. Top-Down-
Verfahren werden im Gegensatz dazu auch als Dekompositionsverfahren bezeich-
net. Hier werden Oberflächen direkt schrittweise modifiziert. Bei beiden Verfahren 
werden Moleküle in ansteigender oder absteigender Konzentration an die Polymer-
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oberfläche angebunden. Hiervon unterscheiden sich Gradienten, welche in mikroflui-
dischen Systemen entstehen. Bei diesem Verfahren wird zunächst durch Diffusion in 
einem Kanal ein Molekülkonzentrationsgradient in Lösung hergestellt. Anschließend 
wird die Diffusion gestoppt damit die Moleküle durch Adsorption an die Kanalwand 
binden können. 
Des Weiteren werden Gradienten danach unterschieden, ob sie statisch oder dyna-
misch vorliegen (Abbildung 9C). Statische Gradienten entstehen während der chemi-
schen oder physikalischen Strukturierung der Oberfläche und ändern sich danach 
nicht mehr. Diese Gradienten werden zum Test von Materialien. Dynamische Gradi-
enten dagegen können ihre Eigenschaften in Abhängigkeit von den Umgebungspa-
rametern wie pH-Wert, Temperatur oder Spannung ändern. Dadurch lassen sich flui-
dische Strömungen auslösen und steuern. 
2.4.1. Gradiententypen 
Ähnlich zu den Verfahren zur physikalischen und chemischen Aktivierung, gibt es 
auch physikalische, chemische oder physikalisch-chemische-Gradienten  
(Abbildung 9B). 
Physikalische Gradienten 
Physikalische Gradienten sind Gradienten bei denen sich eine physikalische Eigen-
schaft des Materials ändert. Die offensichtlichste Materialeigenschaft ist die Rauigkeit 
der Oberfläche. Durch Anbindung von Nanopartikeln und die anschließende Erwär-
mung der Polystyrolmikrosphären oberhalb des Glaspunktes wird die raue Struktur 
geglättet. Eine andere physikalische Materialeigenschaft ist die Topographie65. Durch 
gezielte Strukturierung mit abtragenden oder aufbauenden Verfahren werden Kanä-
le, Noppen oder Näpfchen in unterschiedlichen Abständen hergestellt werden. Die 
Steifigkeit eines Polymers beeinflusst die Ausrichtung und Beweglichkeit von Zel-
len66. So hat Wang et al. durch eine kontrollierte Mischung von Akrylamid und Bis-
Akrylamid mit anschließender UV-Aushärtung Steifigkeitsgradienten in Polymeren 
hergestellt und den Einfluss auf Zellwachstum nachgewiesen67. 
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Chemische Gradienten  
Bei chemischen Gradienten ändert sich die Zusammensetzung der an das Substrat 
angebundenen Moleküle graduell (Abbildung 9B). Wie bereits oben beschrieben, 
kann man Gradienten unterscheiden, die im Aggregations- oder Dekompositions-
Verfahren hergestellt werden. Die Aggregationsverfahren machen den größten Anteil 
an Modifikationsverfahren für chemischen Gradienten aus. Typische Aggregations-
verfahren sind  
1. Organosilanisierung durch Diffusion und Bindung von Silanisierungslösung an 
Silizium Scheiben in einem Lösungsmittelbad oder durch lokale Bedampfung 
mit diesen Lösungen68,69 
2. Übertragung von Organosilanen durch strukturierte Stempel. Bei diesem Ver-
fahren werden Silane mit Hilfe eines Stempels auf eine Oberfläche übertra-
gen70 
3. Interdiffusion von Alkanthiolen in eine Polysaccharid Matrix. Durch die Diffusi-
on unterschiedlicher Alkanthiole von zwei Seiten in eine Polysaccharid Matrix 
entsteht ein Gradient der anschließend aushärtet71–73 
4. Elektronische Adsorption/ Desorption von Peptiden oder Signalmolekülen74,75 
5. Selbstorganisierende Monolagen von Alkanethiolen und lokal begrenzte Er-
satz Lithographie durch andere Moleküle76 
6. Langmuir-Blodgett Transfer Methode77 
7. Schichtweise Ablagerung von positiv geladenem Poly(allylamin hydrochlorid) 
und negativ geladenen Silikananopartikeln auf Silikaoberflächen mit anschlie-
ßender UV-Behandlung26 
8. Lokale Anbindung von heterobifunktionalen Photolinkern78,79 
Physikalisch-chemische Gradienten 
Die Kombination aus physikalischen und chemischen Gradienten erlaubt die Unter-
suchung der Synergien, die auf eine Zelle oder ein Molekül auswirken. Britland und 
Kollegen haben 1997 den Einfluss von Mikrokanälen mit orthogonal dazu ausgerich-
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teter chemischer Funktionalisierung auf Dorsalwurzelganglien untersucht. Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchung zeigen, dass das Wachstum neuronaler Zellen, sowohl 
durch die topographischen, als auch durch die chemischen Gradienten, je nach Aus-
prägung, d.h. Breite und Tiefe, beeinflusst wird80. 
Während bei Aggregationsgradienten Moleküle an die Substratoberfläche angebun-
den werden, wird bei im Dekompositionsverfahren herstellten Gradienten zuerst die 
Substratoberfläche modifiziert und anschließend das eigentlich funktionale Molekül 
angebunden. Zu diesen Verfahren ist das in dieser Arbeit verwendete Verfahren zu 
zählen. Durch die zeit- und pulsenergieabhängige UV-Bestrahlung entstehen auf der 
Polymeroberfläche unterschiedlich viele funktionelle Carboxylgruppen. Diese werden 
anschließend aminiert und funktionalisiert (Kap. 2.3 und 2.5). 
2.5. Oberflächenfunktionalisierung 
Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebene Aktivierung der Polymeroberflä-
chen und die anschließende Anbindung von Amingruppen stellen vorbereitende Ver-
fahren für eine spätere Oberflächenfunktionalisierung mit biologisch aktiven Gruppen 
dar. Biologisch aktive Gruppen werden immer dann eingesetzt, wenn die Interaktion 
zwischen dem Polymer und dem biologischen System verbessert 81 oder die Aktivität 
einer bestimmten biologisch aktiven Gruppen selektiv untersucht werden soll.  
Die Adhäsion von Zellen an Oberflächen wird durch Moleküle der Extrazellulären 
Matrix (EZM) vermittelt. Die EZM setzt sich aus Proteinen, Kohlenhydraten und Gly-
koproteinen zusammen. Die größte Proteinfamilie in der EZM stellen die Kollagene 
dar, welche als Kollagenfasern vorliegen. Eine spezielle Form der Glykoproteine stel-
len die Proteoglykane dar. Sie bestehen aus einem Protein an das Glykosaminogly-
kane kovalent gebunden sind. Durch ihre Konfiguration bestimmen sie die Eigen-
schaften der EZM. Weitere Glykoproteine sind beispielsweise Laminin, Fibronektin 
und Vitronektin diese setzen sich aus Aminosäuren zusammen. Die Reihenfolge der 
Aminosäuren bildet Erkennungssequenzen, welche durch spezielle Rezeptoren in 
der Zellmembran (Integrine) erkannt werden. Unter anderem sind Integrine für die 
Zelladhäsion verantwortlich. Laminin, Vitronektin und Fibronektin werden daher auch 
als Adhäsionsproteine bezeichnet. Um die Interaktion von Zellen mit Oberflächen zu 
verbessern, werden diese mit Adhäsionsproteinen beschichtet. Der Einsatz dieser 
Adhäsionsproteine hat jedoch einige Nachteile im Hinblick auf medizinische Anwen-
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dungen, da die Proteine aus Organismen isoliert und aufgereinigt werden müssen. 
Daraus resultiert ein erhöhtes Risiko für Immunreaktionen und Infektionen. Außer-
dem sind die Proteine aufgrund der proteolytischen Degradation nicht langzeitstabil. 
Sie müssen regelmäßig erneuert werden82. Die Proteinorientierung und Konformation 
der Sequenzen beeinflusst die Zellerkennung83. Diese kann rein statistisch aber auch 
durch Oberflächenladung, Benetzbarkeit oder Topographie beeinflusst werden84–87. 
All diese Nachteile können umgangen werden, indem nur die kurzkettigen Erken-
nungssequenzen aus Aminosäuren, die in einem Protein enthalten sind, auf den 
Oberflächen präsentiert werden. Häufig untersuchte Erkennungssequenzen aus Fib-
ronektin, Laminin und Kollagen sind die Peptidsequenzen RGD, IKVAV, IKLLI und 
PDGSR. Diese kurzkettigen Moleküle sind stabiler gegen Wärmebehandlung und 
Sterilisation, pH-Wert Änderungen und Lagerung82,88,89. Außerdem sind sie günstiger 
in der Herstellung und einfacher zu charakterisieren90. 
2.5.1. Die RGD-Sequenz als funktionelle Gruppe 
Die am häufigsten untersuchte und eingesetzte Peptidsequenz ist das Tripeptid RGD 
(Arginin-Glycin-Asparaginsäure). RGD kommt im Organismus an vielen Stellen vor, 
wird von verschiedenen Rezeptormolekülen (Integrine) erkannt und beeinflusst Zel-
ladhäsion, -migration und -apoptose91. Integrine sind heterodimere intrazelluläre 
Membranproteine, bestehend aus einer alpha- und einer beta-Untereinheit. Bislang 
wurden 18 alpha- und acht beta-Untereinheiten entdeckt, welche durch Kombinatio-
nen zu insgesamt 24 verschiedenen Integrinen führen92,93. Elf verschiedene Integrine 
binden an EZM-Moleküle, die RGD-Sequenzen enthalten, dazu gehören beispiels-
weise α3β1, α8β1, αIIbβ3, αvβ1, αvβ3 und αvβ594,95. 
Das Tripeptid RGD wurde bereits 1984 durch Pierschbacher und Rouslahti als kleins-
te notwendige Erkennungssequenz in Fibronektin beschrieben96. Dreizehn Jahre 
später wird durch Cook beschrieben, dass dieses Molekül kovalent an ein künstliches 
Polymer angebunden werden kann97. Seit dieser Zeit wird das RGD-Peptid in vielen 
verschiedenen Anwendungen eingesetzt, beispielsweise für die neuronale Regene-
ration91,98, für Endothelzellbesiedlung für künstliche Blutgefäße99,100 und Knochener-
satz101,102. Diese Studien konnten zeigen, dass die Funktionalisierung mit Peptidse-
quenzen zu einer verbesserten Zelladhäsion führt. Teilweise widersprüchliche Er-
gebnisse sind darauf zurückzuführen, dass zusätzlich zum Liganden auch dessen 
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Konzentration, also die Dichte mit der er auf der Oberfläche angebunden ist, eine 
Rolle bei der Rezeptor-Liganden Wechselwirkung spielt103,104. Die Dichte hat einen 
maßgeblichen Einfluss auf Proliferation, Genexpression und Differenzierung. Zur sys-
tematischen Untersuchung dieses Einflusses wird ein Verfahren entwickelt, mit dem 
sich die Funktionalisierungsdichte kontrollieren lässt. RGD-Peptide müssen hierzu an 
die zuvor aminierte Oberfläche angebunden werden. Für diese Anbindung wird zu-
nächst Glutaraldehyd an die vorhandenen Aminogruppen gebunden. Anschließend 
reagiert die endständige Carbonylgruppe mit dem Amin zu einer Schiff’schen Base. 
Diese wird mit Natriumcyanoborhydrid reduziert. Das RGD-Peptid wird anschließend 
über ein sekundäres Amin kovalent an die andere freie Amingruppe angebunden 
(Abbildung 10)60. 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellung der Anbindung von RGD Molekülen an aminierte 
Oberflächen. Zunächst bindet ein Glutaraldehyd unter Wasserabspaltung an die Amingrup-
pe. Natriumcyanoborhydrid reduziert die Carbonylgruppe, sodass RGD angebunden wird60. 
2.5.2. Laktose als Modellmolekül für Glykoproteine 
Glykoproteine stellen wie Proteine eine weitere Molekülklasse zur Funktionalisierung 
von Polymeroberflächen dar. Als Modell zur Anbindung des Zuckeranteils in Gly-
koproteinen wird die Anbindung von Laktose an aminierte Oberflächen getestet. Sie 
gehört zur Gruppe der Zweifachzuckern (Disaccharide) und besteht aus β-D-
Galaktose und β-D-Glucose, welche über eine 1,4-glykosidische Bindung verbunden 
sind (Abbildung 11, oben links). Plasmaproteine, sowie Proteine der extrazellulären 
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Matrix oder Zytokine zählen zu den Glykoproteinen. Sie bestehen aus einem Po-
lypeptidgrundgerüst mit Kohlenhydratseitenketten, die glykosidisch mit den Amino-
säuren Asparagin, Serin oder Threonin verbunden sind105. Die Kohlenhydratseiten-
ketten werden in zwei Strukturgruppen den N-Glykanen und den O-Glykanen unter-
schieden. N-Glykane sind über N-Acetyl-β-D-Glukosamin (βGlcNAc) mit dem Amin-
stickstoff von Asparagin verknüpft. O-Glykane sind über N-Acetyl-α-D-Galaktosamin 
(αGalNAc) mit den Hydroxygruppen von Serin oder Threonin verknüpft. An N-
Glykane sind schließlich drei Mannosen und verschiedene weitere Kohlenhydrate 
angebunden. Dazu gehört auch das Glykosid β-D-Galaktose, welches Bestandteil 
der Laktose ist. Diese wird durch Galektine erkannt. Galektine gehören zur Familie 
der Lektine. Sie tragen zur Zell-Zell-Kommunikation und zur Zell-Matrix-Interaktion 
bei. Außerdem regulieren sie interzelluläre Prozesse wie beispielsweise das pre-
mRNA splicing, Immunreaktionen und inflammatorische Prozesse 106. Aufgrund die-
ser Eigenschaften sind Galektine bei der Tumorentwicklung und Metastasierung, so-
wie Autoimmun- oder Herzerkrankungen involviert107–112. Die Galektine-1 und -3, 
werden beispielsweise bei Tumorerkrankungen hochreguliert. Wissenschaftlichen 
Untersuchungen zu Folge, ist dieser Anstieg von Galektinen im Serum als prognosti-
scher Marker für bestimmte Tumorerkrankungen geeignet113. In bereits etablierten 
enzymgebundenen Immuntests (engl.: enzyme linked immunosorbent assay, Abk.: 
ELISA,) werden Galektine durch polyklonale Antikörper detektiert und Glykoproteine 
dienen als Bindungsmatrix113. Galektine können jedoch auch über Glykan 
gebundene Testarrays114–116 oder Frontalaffinitäts-Chromatography117 detektiert 
werden. So wurde gezeigt, dass bestimmte Glykokonjugate spezifisch an bestimmte 
Galektine binden können. 
Bindungen zwischen Zuckern und Proteinen sind schwache Bindungen. Eine höhere 
Zuckerdichte und die damit gleichzeitige Interaktion eines Proteins mit mehreren 
Zuckern, stärkt diese Bindung. Die Entwicklung eines Verfahrens, welches die 
gezielte Funktionalisierung mit definierter Funktionalisierungsdichte für 
Zuckermoleküle erlaubt, stellt eine Möglichkeit dar, mit der neue Diagnoseverfahren 
oder sogar Therapien für Tumorerkrankungen geschaffen werden können. 
Daher wird in dieser Arbeit gezeigt, dass Laktose als Modelmolekül für Glykoproteine 
an die zuvor aktivierten und aminierten PMMA- und PCL-Oberflächen angebunden 
werden kann. Das bei saurem pH-Wert offenkettig vorliegende Laktosemolekül bildet 
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mit der Amingruppe eine Schiff’sche Base. Im nächsten Schritt wird diese instabile 
Verbindung durch die Zugabe von Natriumcyanoborhydrid zu einem sekundären 
Amin reduziert. Dadurch wird das Zuckermolekül kovalent an die aminierte 
Oberfläche gebunden (Abbildung 11)60. 
 
 
Abbildung 11: Funktionalisierung der aminierten Polymeroberfläche mit Laktose. Laktose 
wird an die Amingruppe gebunden. Die Bindung wird mit Natriumcyanoborhydrid reduziert 
und Laktose kovalent an die Oberfläche gebunden60. 
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3. Untersuchte Materialien und Prozesse 
Für die Untersuchung von der konzentrationsvariablen Anbindung von Proteinen und 
Zuckern an Polymere werden zwei verschiedene Materialien eingesetzt. Die Aktivie-
rung erfolgt mit Hilfe von Excimerlaserstrahlquellen. 
3.1. Verwendete Polymere 
Die in dieser Arbeit untersuchten Polymere sind Polymethylmetacrylat (PMMA) und 
Poly-ε-Caprolacton (PCL).  
3.1.1. Poly(Methylmethacrylat) 
Das Poly(Methylmethacrylat) (PMMA) ist ein optisch transparenter, starrer Thermo-
plast118. PMMA wird, je nach Einsatz des Polymers, mit verschiedenen Ansätzen 
durch radikalische Polymerisation aus dem Monomer Methylmethacrylat (MMA) her-
gestellt werden (Abbildung 12). Ein Verfahren dazu ist die Substanzpolymerisation 
mit dem Radikalstarter Dibenzoylperoxid, welche zur Herstellung von Platten und 
Rohren eingesetzt wird. Weitere Polymerisationsverfahren sind die Perlpolymerisati-
on mit Azoisobutyronitril in Xylen für die Herstellung von Granulaten und die Emulsi-
onspolymerisation zur Gewinnung von PMMA-Dispersionen119. 
 
Abbildung 12: Herstellung von PMMA aus MMA durch radikalische Polymerisation (Darstel-
lung nach Planck120) 
PMMA ist ein biokompatibles, im Körper nicht abbaubares Material, welches auf-
grund seiner Druckfestigkeit für den Einsatz von Zahnimplantaten, Gelenkprothesen 
und Kontaktlinsen verwendet wird121–124. Aufgrund seiner starren Beschaffenheit 
kann PMMA nicht als Gerüst für die Regeneration von Nerven in den menschlichen 
Körper eingesetzt werden. PMMA eignet sich aufgrund seiner optischen und mecha-
nischen Eigenschaften zur Entwicklung von in vitro Testsystemen125. PMMA lässt 
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sich photolytisch bearbeiten. Durch die UV-Anregung bilden sich Carboxylgruppen 
auf der Oberfläche47,126(Kap. 2.3.1). 
Das in dieser Arbeit verwendete Polymethylmetacrylat mit der Bezeichnung zk6HF 
wird bei der Firma Evonik als schlagzähe PMMA Formmasse bezogen und ist mit 
einem UV-Absorber ausgestattet. Am Institut für Kunststoffverarbeitung (IKV) der 
RWTH Aachen wurde die Formmasse bei einer Schmelztemperatur von 230 °C und 
einer Werkzeugtemperatur von 80 °C im Spritzgussverfahren zu runden Scheiben 
mit einem Durchmesser von 60 mm und einer Dicke von 3 mm verarbeitet. Die Vor-
trocknung des Materials erfolgte für 4h bei 80 °C.  
Die entformten Scheiben werden in staubfreiem Papier gelagert. In Abhängigkeit der 
geplanten Versuche werden die PMMA Scheiben mit Hilfe einer Tischkreissäge in 
5x5 mm², 10x10 mm² oder 10x20 mm² große Stücke geschnitten. Der beim Schnei-
den entstehende Staub wird mittels einer Seifenlauge im Ultraschallbad bei einer 
Frequenz von 45 kHz von den Probenstücken entfernt. Die Stücke werden dreimal 
mit destilliertem Wasser gewaschen, bevor sie mit Stickstoff getrocknet werden. 
3.1.2. Poly-ε-Caprolacton 
Poly-ε-Caprolacton (PCL) ist ein biokompatibler Duroplast mit semikristalliner Struk-
tur. PCL wird durch anionische oder kationische Polymerisation oder mit Hilfe eines 
Katalysators unter Hitzeeinwirkung aus dem zyklischen Monomer ε-Caprolacton syn-
thetisiert (Abbildung 13)118. 
 
Abbildung 13: Ringöffnungspolymerisation von ε-Caprolacton127. 
Das Polymer ist in Lösungsmitteln wie Chloroform oder Dimethylformamid löslich und 
lässt sich mit anderen Polymeren mischen, wodurch die Materialeigenschaften an die 
jeweilige Anwendung angepasst werden können. Durch den niedrigen Schmelzpunkt 
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von 63°C lässt sich PCL leicht umformen. Das Material degradiert langsam und ist 
bioresorbierbar. PCL ist daher ein Biopolymer, dass für die Herstellung von medizini-
schen Implantaten geeignet ist128. Allerdings weist PCL eine starke Hydrophobizität 
und eine reaktionsträge Oberfläche auf. Deshalb ist es notwendig, das Material zu 
funktionalisieren, wenn es als Implantat eingesetzt werden soll. Diese Funktionalisie-
rung erfolgt durch nasschemische oder photoinduzierte Modifikation (Kap 2.3). 
Das verwendete PCL liegt als Granulat vor. Als Zellleitstruktur und Probenkörper ist 
das Material in dieser Form nicht verwendbar. Daher werden mittels Tauchverfahren 
homogene Folien hergestellt. 8,25 g PCL Granulat werden in 150 ml Chloroform bei 
Raumtemperatur (RT) für zwei Stunden unter Rühren gelöst. Um mögliche Luftbla-
sen aus der Lösung in den Folien zu vermeiden, ruht die 3,7gew.-%ige Lösung an-
schließend mindestens drei Stunden. In die Lösung wird dann für 5 Sekunden ein mit 
Aceton entfetteter Edelstahlzylinder (Höhe 50 mm, Durchmesser 25 mm) getaucht. 
Nachdem das Chloroform verdampft ist, bildet sich ein erster PCL-Film auf dem Kör-
per. Nun wird der Zylinder um180° gedreht und erneut für eine Sekunde in die Lö-
sung getaucht. Dieser Prozess wird zweimal durchgeführt, so dass am Ende ein etwa 
40 µm dicker Polymerfilm entsteht. Die Folie lässt sich mit Hilfe eines Skalpells vom 
Zylinder lösen. Um mögliche Chloroformrückstände von der Folie zu entfernen, wird 
die Folie in destilliertem Wasser zwei Tage gewaschen. Hierbei wird die Folie nach 
einem Tag gewendet und das Wasser ausgetauscht. Bis zur weiteren Verwendung 
werden die Folien zwischen zwei staubfreien Tüchern (KimWipes) getrocknet und 
gepresst. 
Je nach weiterer Verwendung werden die PCL-Folien präpariert. Für Bestrahlungs-
versuche und den Nachweis der Oberflächenfunktionalisierung werden die Folien auf 
20x70 mm2 ausgeschnitten und mit Klebestreifen auf Objektträger aufgeklebt. Für die 
Verwendung der Folien in Zellkulturschalen werden mit einem Locheisen runde PCL-
Stücke mit einem Durchmesser von 14 mm ausgestanzt und mit Vaseline fixiert. 
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Tabelle 5: Gegenüberstellung der untersuchten Polymere 
Material Poly(methylmethacrylat) Poly-ε-caprolacton 
Abkürzung PMMA PCL 
Polymerisations-
verfahren  
Radikalische Kettenreaktion 
 
Ringöffnungspolymerisation 
Herstellungs-
Verfahren 
Thermospritzgussverfahren Lösungsmitteltauchverfahren 
Optische 
Eigenschaften 
 
Transparent 
 
Transluzent 
Mechanische 
Eigenschaften 
Starr, Spröde Elastisch, Flexibel 
Biologische 
Eigenschaft 
Biokompatible,  
nicht Degradierbar 
Biokompatibel, Biodegradierbar 
 
3.2. Aktivierung der Proben mit UV-Strahlung 
Die präparierten Proben werden zur Funktionalisierung der Polymeroberflächen mit 
ArF- oder KrF-Excimerlaserstrahlquellen (Wellenlänge: 193 nm bzw. 248 nm) bear-
beitet. 
3.2.1. Versuchsaufbau 
Die Bestrahlung der Polymeroberflächen erfolgt mittels der Maskenabbildung 
(Abbildung 14). Die Proben befinden sich in einem Probenhalter auf einem linearen 
X-Y-Achssystem, mit dem sie horizontal bewegt werden können. Zur Positionierung 
des Bestrahlungsbereichs auf der Probenoberfläche wird je nach Versuchsaufbau 
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der Probentisch (LPF 200, Perikles, Xantos XS, Compex 205) oder die Optik (Novali-
ne 100) in vertikaler Richtung verfahren werden. Im Strahlengang befinden sich ein 
Maskenhalter und ein Polarisationsabschwächer. Im Maskenhalter werden Masken 
mit verschiedenen Formen eingesetzt werden. Quadratische Masken werden so ver-
wendet, dass je nach Abbildungsverhältnis des Versuchsaufbaus Bilder mit Kanten-
längen zwischen 0,1 und 1 mm entstehen. 
Die Steuerung der Achsen erfolgt mit Hilfe der Steuerungssoftware U600MMI. Es 
werden Pulszahl, Frequenz, Achsposition, Verfahrgeschwindigkeit und Pulsüberlapp 
eingestellt. Beim Versuchsaufbau Novaline 100 wird der Polarisationsabschwächer 
ebenfalls durch die Software gesteuert, während bei anderen Aufbauten der Ab-
schwächer manuell eingestellt wird.  
Bei der Probenbestrahlung wird die eingebrachte Fluenz [mJ/cm²] und die Repetiti-
onsrate f [Hz] konstant gehalten. Die Fluenz wird mit Hilfe des Polarisationabschwä-
chers im Strahlengang reguliert. Die Bestrahlung erfolgt bei Normalatmosphäre. 
 
Abbildung 14: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Der einfallende Laserstrahl 
wird über mehrere Spiegel auf eine Maske projiziert, welche die Form und den Durchmesser 
des weiterlaufenden Strahls bestimmt. Der Strahl wird anschließend auf eine Optik gelenkt 
und auf der Probe abgebildet. Die Position von Maske und Optik zur Probe entscheiden über 
das Abbildungsverhältnis und damit die Größe des Einbrandes auf der Probe. 
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Verwendete Strahlquellen 
Zur Untersuchung des Einflusses von 193 nm-Strahlung auf die Polymeroberfläche 
werden vier verschiedene ArF-Strahlquellen eingesetzt: Perikles 2193, LPF 200, 
Xantos XS und Compex 205 (Tabelle 6). Als fünfte Strahlquelle wird die KrF-
Strahlquelle (Wellenlänge: 248 nm) Novaline 100, Lambda Physics verwendet. 
(Tabelle 6).  
Tabelle 6: Verwendete Excimerlaserstrahlquellen 
Gerätebezeichnung 
Perikles 
2193 
LPF 
200 
Xantos XS 
Compex 
205 
Novaline 
100 
Hersteller 
TuiLaser 
AG 
Cohe-
rent 
Coherent 
Lambda 
Physics 
Lambda 
Physics 
Wellenlänge λ [nm] 193 193 193 193 248 
Mittlere Leistung P 
[W] 
100 100 2,5 15 100 
Pulsenergie Emax [mJ] 8-10 500 5 400 400 
Pulslänge tP [ns] 20 25 5 20 25 
Abbildungsverhältnis 1:20 1:20 1:3 1:20 1:25 
 
Bestimmung der Abtragsschwelle 
Der Abtrag des Polymers ist abhängig von der Fluenz der UV-Strahlung. Fluenzen 
unterhalb einer bestimmten Abtragsschwelle führen nicht zum Abtrag der Polyme-
re129. Da in dieser Arbeit die Oberfläche bestrahlt und nicht abgetragen wird, werden 
die Abtragsschwellen der beiden Polymere bestimmt. Hierzu wird das jeweilige Po-
lymer mit je 25, 50 oder 100 Pulsen bei einer Repetitionsrate von 1 Hz bei verschie-
denen Fluenzen im Bereich von F = 0,2-2,7 J/cm² abgetragen. Mittels des konfokalen 
Laserscanning Mikroskops (LSM, Keyence, VK-9700) wird die Abtragstiefe bestimmt. 
Diese Abtragstiefe wird anschließend durch die Anzahl der Pulse geteilt um die Ab-
tragstiefe pro Puls zu ermitteln. 
Zur Bestimmung der Fluenz wird mittels eines pyroelektrischen Messkopfs die zur 
Pulsenergie proportionale Spannung U [mV] bestimmt. Hierzu wird der maximale 
Spannungsausschlag, der durch einen Laserpuls hervorgerufen wird mit einem Oszil-
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loskop gemessen. Der pyroelektrische Messkopf hat eine spezifische Empfindlichkeit 
M [mV/J]. Die Abtragsfläche A [cm2] wird mittels eines Phasenkontrastmikroskops bei 
100- oder 200-facher Vergrößerung bestimmt (Leica). Anschließend wird während 
der Abtragstiefenbestimmung mittels LSM diese Fläche verifiziert. Mit Hilfe der fol-
genden Formel wird die Fluenz F[J/cm²] bestimmt. 
𝐹[
𝐽
𝑐𝑚2
] =
𝑈[𝑚𝑉]
𝐴[𝑐𝑚2] × 𝑀[
𝑚𝑉
𝐽 ]
 
Zur Bestimmung der Abtragsschwelle wird die abgetragene Fläche gegen die Fluenz 
in einem halblogarithmischen Diagramm aufgetragen. Aus der Steigung der Aus-
gleichsgeraden und dem y-Achsenabschnitt lassen sich sowohl die optische Ein-
dringtiefe, als auch die Abtragsschwelle berechnen. Die Funktion 
𝑙𝑓 =
1
𝛼
𝑙𝑛
𝐹
𝐹0
 
beschreibt die Gleichung zur Abtragschwellenbestimmung130. Die Abtragstiefe ent-
spricht 𝑙𝑓  bei einer Fluenz F mit der Absorptionskonstante 𝛼  und der Abtrags-
schwelle F0. 
3.2.2. Bestrahlungsmuster und Entwicklung von Gradienten 
Zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Gradienten werden drei Bestrah-
lungsmuster eingesetzt: flächige Bestrahlung, Bestrahlung mit ansteigender Pulszahl 
und Gradienten bei denen Pulse überlappt werden (Abbildung 15).  
 
Abbildung 15: Bestrahlungsmuster zur Entwicklung von Gradienten. links) Flächige Bestrah-
lung; mitte) Variation der Pulszahl; rechts) Entwicklung von Gradienten: 1x (0% Überlapp), 
2x (50% Überlapp), 4x (75% Überlapp), 6x (83% Überlapp).  
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Flächige Bestrahlung 
Zur flächigen Bestrahlung werden quadratische Masken eingesetzt. Die Abbildung 
dieser Masken wird im Abstand einer Kantenlänge des Abbildes aneinander gesetzt 
(Abbildung 15, links). Zunächst wird die Größe der bestrahlten Fläche bestimmt. Die-
se wird anschließend als Parameter für den X- und Y-Achsenversatz in das Achs-
steuerungsprogram eingetragen. Die Anzahl der Pulse pro Reihe, sowie die Anzahl 
der Reihen werden so angepasst, dass ein quadratisches Feld bestrahlt wird. Die 
Fläche wird mittels Einzelpulsen bestrahlt deren Fluenz unterhalb der Abtrags-
schwelle liegen.  
Die Strahlquellen Perikles, LPF 200 und Novaline werden für diese Versuche einge-
setzt. Diese Form der Bestrahlung wird für Zellkulturversuche, XPS-Bestimmung und 
Zetapotentialbestimmung gewählt. 
Variation der Pulszahl 
Zur Untersuchung des Einflusses der Pulszahl auf die Oberflächenfunktionalisierung 
wird ein Raster erstellt, bei dem die erste bestrahlte Fläche mit einem Puls, die zwei-
te mit zwei Pulsen, die dritte mit drei Pulsen und schließlich der hundertste Fläche 
mit 100 Pulsen bestrahlt wird (Abbildung 15, mitte). 
PMMA und PCL werden für diese Untersuchung mit der Laserstrahlquelle Xantos XS 
bearbeitet. Bei Versuchen mit λ = 193 nm wird die Repetitionsrate ν = 20 Hz verwen-
det. Für PMMA werden Fluenzen von 0,012 J/cm² und 0,014 J/cm², für PCL 
0,021 J/cm² und 0,026 J/cm² untersucht. Aufgrund des Anlagenaufbaus werden alle 
hundert Pulse in eine Reihe hintereinander gesetzt. Eine runde Maske wird verwen-
det, die auf einen Durchmesser von 250 µm abgebildet wird. Die Pulse werden in 
einem Abstand von 300 µm positioniert, so dass sie nicht überlappen. 
Der Einfluss von Pulszahl und Frequenz wird für 248 nm mit der Strahlquelle Novali-
ne 100 an PMMA und PCL untersucht. Ein Raster wird aus 10 x 10 Einbränden mit 
ansteigender Pulszahl erstellt. Die Maske wird so gewählt, dass eine 1 mm² große 
Fläche pro Puls bestrahlt wird. Die Pulse werden mit einem Abstand von 1,5 mm in x- 
und y-Richtung voneinander getrennt angeordnet. Die untersuchten Repetitionsraten 
sind 10, 20, 50 und 100 Hz. Die Fluenz wird zwischen 0,08 J/cm² und 0,190 J/cm² 
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variiert um das Prozessfenster einzugrenzen und so eine Prozessstrategie zur Bear-
beitung unterhalb der Abtragsschwelle zu entwickeln. 
Aufbau von Gradienten 
Zur Erzeugung von Gradienten wird die Anzahl der Pulse pro Stelle zeilenweise er-
höht. Die Bestrahlung erfolgt mit Einzelpulsen. Zunächst wird die Kantenlänge der 
rechteckigen bestrahlten Fläche bestimmt. Im Abstand dieser Kantenlänge werden in 
der ersten Reihe die Pulse nebeneinander gesetzt. In der nächsten Reihe, die um 
genau eine Kantenlänge in y-Richtung versetzt beginnt, werden die Einbrände um 
die Hälfte einer Kantenlänge aneinander gesetzt, so dass jedes Feld zweimal be-
strahlt wird. Für die dritte Reihe wird der Versatz auf ein Viertel der Kantenlänge re-
duziert in der vierten Reihe auf ein Sechstel (Abbildung 15, rechts). Die Repetitions-
rate ν = 20 Hz wird verwendet. Die Fluenz ist konstant, während die Dosis durch den 
Pulsüberlapp ansteigt. Die Dosis D [J/cm²] der eingebrachten Energie errechnet sich 
aus der Anzahl der Pulse n multipliziert mit der Fluenz F [J/cm²]. 
𝐷[
𝐽
𝑐𝑚2
] = 𝑛 ∙ 𝐹[
𝐽
𝑐𝑚2
] 
Diese Form der Bestrahlung wird für die Entwicklung von RGD-Gradienten für die 
Zellkultur mit B35 Zellen durchgeführt. 
3.3. Nasschemische Aktivierung der bestrahlten Oberflächen 
Die bestrahlten PMMA-Stücke und PCL-Folien werden in Zellkulturschalen überführt. 
Abhängig vom jeweiligen Versuch werden die Proben in einer 0,2%igen Polyethyl-
eniminlösung (PEI) oder in einer 2%igen Ethylendiamin (EDA)/ 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) Lösung über Nacht auf einem Schüttler 
(50 min-1) inkubiert. Gleichmäßig funktionalisierte Oberflächen werden mit dem stark-
verzweigten PEI beschichtet (Abbildung 16).  
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Abbildung 16: Zur Aminierung verwendete Moleküle Polyethylenimin und Ethylendiamin  
Zur Untersuchung von konzentrationsabhängigen Effekten wird das lineare und kurz-
kettige EDA als Verbindungsmolekül gewählt. Die Lösungen werden für jeden Ver-
such direkt vor der Inkubation hergestellt. Zur Herstellung der PEI-Lösung werden 
80 mg PEI (MW = 25.000, stark verzweigt) in 40 ml destilliertes Wasser eingewogen. 
Die Lösung hat einen pH-Wert von 11. Für die EDA/ EDC-Lösung wird ein 0,5 M Nat-
riumphosphat Puffer (Mw = 119,98 g/mol) (pH 4,4) angesetzt. In diesem Puffer wer-
den 0,96 g/l EDC Hydrochlorid (Merck, MW = 191,7 g/mol) und 750 µl/l EDA gelöst. 
Anschließend wird der pH-Wert überprüft und auf pH 5 mit 2 M Salzsäure (Merck, 
MW = 36,46 g/mol) eingestellt. Nach der Aminierung werden die Proben mit 1,5 M 
Kochsalzlösung (NaCl in aqua dest.) dreimal für je 5 Minuten bei Raumtemperatur 
unter leichtem Schwenken gewaschen. Abschließend werden sie einmal mit destil-
liertem Wasser gewaschen, um Salzrückstände zu entfernen.  
3.4. Nachweismethoden zur Überprüfung der Oberflächenaktivierung 
Zur Untersuchung der Oberflächenaktivierung werden verschiedene Verfahren ein-
gesetzt. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen werden gemacht um die Be-
schädigung der Polymeroberfläche durch die Bestrahlung nachzuweisen. Fluores-
zenzuntersuchungen werden zu Überprüfung der erfolgreichen Aktivierung durchge-
führt. 
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3.4.1. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung  
Die bestrahlten Proben wurden zur Oberflächenanalyse rasterelektronenmikrosko-
pisch (REM) untersucht. Dazu werden die Proben auf Aluminiumobjektträgern (Plano 
GmbH) fixiert und mit Gold beschichtet (108 auto, Cressington). Zunächst wird hierzu 
die Beschichtungskammer evakuiert und anschließend mit Argon gespült. Bei einem 
Druck von 0,075 mbar, einer Spannung von 550 V und einer Stromstärke von 35 mA 
wird ein Plasma gezündet und eine dünne Goldschicht aufgebracht. Nach Belüftung 
der Kammer wird die Probe entnommen und in der Probenkammer des REM (1455 
EP, LEO) positioniert und eingeschleust. Nach der Erzeugung des Hochvakuums 
werden die Probenoberflächen untersucht. 
3.4.2. Selektiver Nachweis der Carboxylgruppen 
Durch die UV-Bestrahlung entstehen auf den Polymeroberflächen Carboxylgruppen. 
Die Carboxylgruppen werden durch eine Färbung mit dem grünfluoreszierenden 
Farbstoff BODIPY FL EDA (4,4-Difluoro-5,7-Dimethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-
Indacene-3-Propionyl Ethylenediamin, Hydrochloride; Invitrogen, Deutschland) nach-
gewiesen. Dazu wird die BODIPY FL EDA-Stammlösung (1mg/ml in DMSO) mit Nat-
riumphosphat Puffer (pH = 4,4) auf 1 mg/ml verdünnt. Zu dieser Färbelösung werden 
0,96 mg/ml EDC Hydrochlorid zu gegeben. Die Inkubation der Proben erfolgt für eine 
Stunde bei RT auf einem Schüttler. Anschließend werden die Proben dreimal mit 1,5 
M NaCl und einmal mit destilliertem Wasser gewaschen. Nachdem die Proben ge-
trocknet sind, werden sie fluoreszenzmikroskopisch analysiert (vgl. 3.4.5). 
3.4.3. Überprüfung der kovalenten Anbindung von BodiPY FL EDA 
Zum Nachweis der kovalenten Bindung des BodiPY FL EDA-Farbstoffs (vgl. Kap. 
3.4.2) werden mit der Wellenlänge 248 nm bestrahlte PMMA und PCL-Proben mit 
NaCl-Lösungen unterschiedlicher Konzentration dreimal für je fünf Minuten gewa-
schen und anschließend mikroskopiert. PMMA-Proben werden mit NaCl-
Konzentrationen von 0 mM,137 mM, 300 mM, 600 mM und 900 mM gewaschen. Für 
PCL werden 0 mM, 250 mM, 500 mM, 750 mM, 1000 mM, 1500 mM, 2000 mM, 
3000 mM NaCl-Lösungen gewählt. Abschließend werden die Proben einmal mit des-
tilliertem Wasser gewaschen, um Salzreste zu entfernen. Alle Waschschritte werden 
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im Dunklen durchgeführt, um ein frühzeitiges Verblassen des Farbstoffes zu vermei-
den. 
3.4.4. Selektiver qualitativer Nachweis der Bindung von Amingruppen 
Für den qualitativen Nachweis von Amingruppen werden verschiedene Methoden 
verwendet. Die erste Nachweismethode ist die der Fluoreszenzfärbung der Amin-
gruppen. Dazu werden zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die se-
lektiv an Amine binden. Der erste ist Fluoreszeinisothiocyanat (FITC, Thermo scienti-
fic) und der zweite ist BodiPY FL, SE (4,4-Difluoro-5,7-Dimethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-
s-Indacene-3-Propionic Acid, Succinimidyl Ester; Invitrogen, Deutschland). FITC ist 
ein fluoreszeinbasiertes Molekül, welches mit einer Isothiocyanategruppe (-N=C=S) 
funktionalisiert ist und spezifisch mit primären Aminen reagiert60. Die Versuche, bei 
denen ausschließlich die Aminierung der Oberfläche beobachtet, aber nicht quantifi-
ziert werden soll, werden mit FITC gefärbt. Anschließende Versuche zur relativen 
Bestimmung der Aminkonzentration auf der Oberfläche wurden mit BodiPY FL, SE 
durchgeführt. Die zweite qualitative Nachweismethode ist die Zetapotentialmessung. 
Sie wird mit der Wellenläge 248 nm bestrahlte PMMA- und PCL-Proben am DWI der 
RWTH Aachen und bei Innovent e.V., Jena durchgeführt. 
Aminnachweis mit FITC 
Die bestrahlten und aminierten Proben werden für die Färbung in einer Zellkultur-
schale mit einer 1 µM FITC-Lösung in destilliertem Wasser bei RT über Nacht auf 
einem Schüttler bei ~80 min-1 inkubiert. Die Proben werden in Alufolie gewickelt ge-
lagert, um ein vorzeitiges Ausbleichen des Farbstoffs durch das Raumlicht zu ver-
meiden. Nach der Inkubation werden die Proben unter lichtarmen Bedingungen in 
destilliertem Wasser dreimal für je 5 Minuten gewaschen, anschließend getrocknet 
und bis zur mikroskopischen Analyse gekühlt im Dunkeln gelagert. 
Aminnachweis mit BodiPY FL, SE 
Der Farbstoff BodiPY FL, SE (Invitrogen, Deutschland) wird als Stammlösung mit 
einer Konzentration von 1 mg/ml in einer wasserfreien DMSO Lösung bei -18 °C ge-
lagert. Nach dem Auftauen des Farbstoffs wird dieser in phosphatgepufferter Salzlö-
sung (PBS) auf eine Konzentration von 1 µg/ ml verdünnt. Anschließend werden die 
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Proben in 500 µl/cm² Färbelösung bei RT auf einem Schüttler mit 80 min -1 über 
Nacht inkubiert. Die Proben werden im Dunkeln weiterbehandelt. PMMA-Proben 
werden nach der Färbung dreimal 5 Minuten mit 1,5 M NaCl-Lösung gewaschen. Für 
PCL wird das Waschprotokoll erweitert. Die Proben werden jeweils für 5 Minuten mit 
einem Dimethylformamid (DMF: VWR, Mw = 73,09 g/mol): destilliertem Wasser (1:1 
[v/v])Gemisch, dann mit 100% Methanol (Mw = 32,04 g/mol), dann mit einem Metha-
nol: destilliertem Wasser (2:8 [v/v]) Gemisch und abschließend mit destilliertem Was-
ser auf einem Schüttler gewaschen131. Anschließend werden die Proben getrocknet 
und bis zur mikroskopischen Untersuchung dunkel und kühl (4 °C) gelagert. 
Waschen mit konzentrierten Salzlösungen 
Zur Überprüfung, ob Amingruppen auf der Oberfläche durch kovalente oder durch 
nicht kovalente Wechselwirkungen, wie zum Beispiel über Van der Waals-Kräfte, an 
der Oberfläche gebunden sind, werden die aminierten Proben mit NaCl-Lösungen 
unterschiedlicher Konzentration (0 mol/l, 0,25 mol/l, 0,5 mol/l, 0,75 mol/l, 1 mol/l, 
1,5 mol/l, 2, 3 mol/l) je dreimal für 5 Minuten gewaschen. Anschließend werden die 
Proben mit BodiPY FL, SE gefärbt. 
Zetapotentialmessung 
Um Ladungen an den Polymeroberflächen zu messen, wird die Zetapotentialmes-
sung an PMMA und PCL durchgeführt. Das Zetapotential gibt Auskunft über die Art 
der Ladung an der Oberfläche. Die Messung wird mit Hilfe des Surpass Systems 
(Anton Paar) durchgeführt (Abbildung 17). Dazu werden zwei Probenstücke, welche 
auf einer Fläche von 20 x10 mm² funktionalisiert wurden, auf zwei gegenüber liegen-
den Stempeln in einer Messzelle mit einem Abstand von 0,1 mm² positioniert. An-
schließend wird die Messzelle mit einer 1 mM KCl-Elektrolytlösung mit einem pH-
Wert von 9,5 (eingestellt mit 100 mM KOH-Lösung) gefüllt. Ein Druck von 300 mbar 
wird angelegt. Der pH-Wert des Elektrolyts wird mit 1 M HCl bis zu einem pH-Wert 
von ca. 3 titriert, währenddessen wird die Partikelgeschwindigkeit v bei 14 verschie-
denen pH-Werten zwischen 9,5 und 3 bestimmt. Die Berechnung des Zetapotentials 
erfolgt entsprechend der Gleichung nach Helmholtz-Smoluchowsky132. 
𝜁 = 𝑈
4𝜋𝜂
𝜀
;  𝑈 =
ν 
𝑉 𝐿⁄
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Hierbei ist ζ das Zetapotential (mV), η die Viskosität der Lösung, ε die Dielektrizitäts-
konstante des Medium, V die elektrophoretische Mobilität, L die Distanz der Elektro-
den (cm), ν die Partikelgeschwindigkeit (cm/s) und U die Spannung (V). 
 
Abbildung 17: Aufbau der Stempelmesszelle des Surpass Messgerätes (Anton Paar), der 
Zwischenraum zwischen den Proben wird mit Elektrolytlösung gefüllt. Der Abstand wird über 
Distanzscheiben auf 0,1 mm eingestellt. 
 
XPS-Analyse 
Die XPS- (X-ray Photoelectron Spectroscopy) Messungen wird an einem Ultra Axis 
Spektrometer (Hersteller: Fa. Kratos Analytical, Manchester, UK) durchgeführt. Hier-
bei werden die Proben mit monoenergetischer Al Kα1,2 Strahlung (1486,6 eV) mit ei-
ner Gesamtleistung von 144 W (12kV x 12mA) angeregt. Die spektrale Auflösung 
beträgt bei den hochaufgelösten Elementspektren < 0,68 eV. Die Konzentrationen 
der Elemente werden durchgehend in Atom% angegeben. Mit dieser Methode wer-
den alle Elemente mit einer Ordnungszahl Z > 2 nachgewiesen. Wasserstoff und He-
lium können nicht nachgewiesen werden und bleiben bei der Bestimmung der Zu-
sammensetzung unberücksichtigt. Die Informationstiefe beträgt ca. 10 nm für poly-
mere Werkstoffe. 
 
3.4.5. Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Aktivierung 
Die Beurteilung der Qualität und Quantität der Aktivierung wird mittels Fluoreszenz-
messung durchgeführt 
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Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen werden mit einem motorisierten inver-
sen IX 81-Mikroskop der Firma Olympus durchgeführt. Das Mikroskop wird über die 
Olympus Software CellR gesteuert. Für die Analyse der grünfluoreszierenden Farb-
stoffe FITC und BodiPY FL wird der Filter M3DAFITR eingesetzt, so dass die Proben 
mit 𝜆 = 492 angeregt werden. Die Emission von FITC und BodiPY FL liegt bei 
520 nm. Übersichtsbilder werden mit einem 4x Objektiv (UPlan FLN, NA 0,13) aufge-
nommen. Größere Vergrößerungen werden mit einem 10x (UPlan FLN, NA 0,3) oder 
20x (LCAchN NA 0,4)Objektiv aufgenommen (Abbildung 19). Die Steuerung des Mik-
roskops, der CCD-Kamera (Megaview 4.0, Olympus), sowie die Aufnahme der Bilder 
erfolgt mit der Olympus Software Excellence RT. Die erzeugten Bilder werden im 16-
Bit TIFF-format mit 4096 Graustufen gespeichert. Die Belichtungszeit wird innerhalb 
einer Versuchsreihe konstant gehalten, damit die relativen Fluoreszenzen der Proben 
miteinander vergleichbar sind. Ebenso wird auf eine automatische Kontrastverbesse-
rung verzichtet. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, werden 
grün fluoreszierende Mikrokugeln (“Dragon Green Intensity Standard”, Bangs Labo-
ratories) als Standard bei den jeweiligen Belichtungszeiten aufgenommen. Die Mik-
rokugeln werden mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen von 
0,0119; 0,0685; 0,3813 und 1 verwendet. Die Konzentration 1 entspricht einer Farb-
stoffkonzentration von 100%. Anhand dieser Messreihen werden die Fluoreszenz-
messungen der Proben normiert. 
3.5. Nasschemische Funktionalisierung der Oberflächen 
Nach der photolytischen Aktivierung werden die Oberflächen in nasschemischen 
Schritten mit RGD-Peptid und Laktose funktionalisiert. 
3.5.1. Anbindung von RGD-Peptiden an aminierte Oberflächen 
Die aminierten PMMA Stücke und PCL-Folien werden auf dem Boden der Reakti-
onskammern von 24-Loch-Zellkulturschalen mit Vaseline fixiert. Für die Anbindung 
der RGD-Peptide werden die Proben für vier Stunden bei RT auf einem Schüttler in 1 
ml einer 2%igen Glutaraldehydlösung in PBS (pH 7,4) inkubiert. Anschließend wer-
den die Proben einmal mit 1 ml destilliertem Wasser gewaschen. Die Kopplungslö-
sung, in der das RGD-Peptid in einer Konzentration von 0,2 mg/ml vorliegt, setzt sich 
zusammen aus 50 mM Natriumcarbonatpuffer (pH 8,5) und 5 mM NaBH3CN, wel-
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ches als Reduktionsmittels dient. Von dieser Peptid-Kopplungslösung werden 500 µl 
in jede Reaktionskammer pipettiert und die Proben für weitere vier Stunden auf dem 
Schüttler bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wird die Lösung abgenommen, ver-
worfen und die Probe in 1 ml destilliertem Wasser gewaschen. Die nicht abreagierten 
Gruppen auf den Oberflächen der Proben werden durch eine 30-minütige Inkubation 
in 0,1 M TRIS-Puffer (pH 8,0) neutralisiert. Anschließend werden die nicht kovalent 
auf der Oberfläche gebundenen Moleküle mit 1 ml 0,3%igem Tween 20 in destillier-
tem Wasser abgewaschen. 
Die PMMA- und PCL-Proben werden abschließend dreimal mit je 1 ml destilliertem 
Wasser gewaschen und getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung werden die Pro-
ben trocken gelagert133. 
3.5.2. Anbindung von Laktose an aminierte Oberflächen 
Für diesen Versuch werden bestrahlte PCL-Folien mit Klebestreifen auf Glasobjekt-
trägern fixiert. Anschließend werden Mikroreaktionskammern (Sigma Aldrich, ProPla-
te Microarray System) auf die Objektträger geklemmt, so dass sich auf jedem Objekt-
träger 16 Reaktionskammern mit einer Grundfläche von je 7x7 mm² befinden. 
An die aminierten PCL-Folien und PMMA-Stücke wird Laktose (Merck, 
Mw = 342,29 g/mol) angebunden. Die verwendete 100 µM Laktose Stammlösung 
wird für jeden Versuch frisch angesetzt. Dazu werden 0,036 mg Laktose pro ml Nat-
riumphosphat Puffer (pH = 4,4) auf einem Magnetrührer bei 80 °C vollständig gelöst. 
Anschließend wird das Reduktionsmittel Natriumcyanoborhydrid (Mw = 62,84 g/mol) 
in einem zehnfachen Überschuss zur Laktose (0,063 g/ml) zur Stammlösung hinzu-
gefügt und der pH-Wert mit 2 M Salzsäure auf pH = 6 eingestellt. Die Inkubation er-
folgt für 24 Stunden auf einem Schüttler bei RT. Die Proben werden dreimal mit des-
tilliertem Wasser gewaschen. 
3.6. Grundlagen der Zellkultur 
Das bei den folgenden Arbeiten beschriebene B35-Medium setzt sich aus 500 ml 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) mit 4,5 g/l Glucose, 10% fötalem Käl-
berserum (FCS), 0,5% Natriumpyruvat und 10 µg/ml Gentamicin zusammen.  
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Soweit nicht anders angegeben, stammen alle verwendeten Zellkulturgefäße und -
arbeitsgeräte von der Firma Greiner BioOne. Das Zellkulturmedium und die Zusätze 
werden von der Firma Lonza, Verviers bezogen.  
3.6.1. Auftauen von B35-Zellen 
Eingefrorene B35-Zellen werden bei -160 °C in der Gasphase flüssigen Stickstoffs 
gelagert. Zum Auftauen der Zellen werden unter der sterilen Werkbank pro eingefro-
renem Kryogefäß mit Zellsuspension, 4 ml Medium in zwei T25-Flaschen vorgelegt 
und im Brutschrank auf 37 °C temperiert. Das Kryogefäß, in dem sich die gefrorene 
Zellsuspension befinden, wird im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und in ein 
15 ml-Zentrifugengefäß überführt. Tropfenweise werden 4 ml 37 °C warmen Medi-
ums hinzu pipettiert und die Zellsuspension anschließend für 5 Minuten bei 
1.200 min-1 zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Zellpellet in 2 ml fri-
schem Medium resuspendiert. Je 1 ml wird in die vorbereiteten T25-Flaschen pipet-
tiert. Die Zellen werden im Brutschrank bei 37 °C, gesättigter Luftfeuchtigkeit und 5% 
CO2 inkubiert.  
Nach 24 h erfolgt ein Medienwechsel um abgestorbene Zellen zu entfernen. Hierfür 
wird das alte Medium mit einer Pipette abgenommen, die Zellen mit 5 ml PBS+ ge-
waschen und abschließend werden 5 ml neues Medium in die Kulturflasche pipettiert. 
3.6.2. Passagieren von Zellkulturen 
Da Zelllinien ständig proliferieren, muss die Zellzahl auf begrenztem Raum in regel-
mäßigen Abständen reduziert werden. Durch zu hoher Zelldichte tritt Kontaktinhibiti-
on ein, die zu Apoptose führt. Die im Folgenden beschriebenen Schritte werden auch 
vor dem Aussäen der Zellen auf die funktionalisierten Polymerproben durchgeführt. 
Zunächst wird das verbrauchte Medium abgenommen und die B35-Zellen werden 
einmal mit 5 ml sterilem PBS+ gewaschen, um abgestorbene Zellen und Serumrück-
stände zu entfernen. Anschließend wird 1 ml Trypsin-EDTA mit einer Konzentration 
von 200 mg/ml in die Zellkulturflasche (ZKF) pipettiert und für 3-5 Minuten bei RT 
inkubiert. Sobald sich die Zellen vom Flaschenboden lösen, werden 4 ml serumhalti-
ges Medium in die ZKF gegeben, um den Verdauungsprozess durch das Trypsin zu 
stoppen. Die 5 ml Zellsuspension wird in ein steriles 15 ml-Zentrifugengefäß über-
führt und bei 1.200 min-1 und RT für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird ab-
genommen und das Zellpellet in 2 ml frischem Medium resuspendiert. Mit Hilfe einer 
Untersuchte Materialien und Prozesse 
48 
Thoma-Zählkammer wird von dieser Suspension die Zellzahl bestimmt. Anschließend 
werden die Zellen in neue T25-ZKF oder auf die Proben mit einer Dichte von 
5.200 Zellen /cm² ausgesät und im Brutschrank inkubiert. 
 
3.7. Überprüfung der Oberflächenfunktionalisierung 
Die RGD-Funktionalisierung wird durch die Kontaktwinkelmessung und die Zellbe-
siedlung überprüft. Der Nachweis zur erfolgreichen Laktoseanbindung erfolgt indirekt 
durch Färbung der noch freien Amingruppen. 
3.7.1. Untersuchung der RGD-Modifikation durch Kontaktwinkelmessung 
Durch die Kontaktwinkelmessung wird die Änderung der Hydrophilie der Probenober-
fläche durch eine Anbindung der RGD-Moleküle untersucht. Das Kontaktwinkel-
messgerät (Modell: DSA 10 Mk2 Kontrolleinheit; mit Steuerung DSA 10 Dosierein-
heit; Hersteller: Krüss) besteht aus einer Lichtquelle, einem Linsensystem und einer 
Kamera, welche mit einer kalibrierten Projektionsskala und einem Winkelmesser ver-
bunden sind. Mit Hilfe des Programms Drop Shape Analysis (DSA; Version: 
1.65.0.49; Softwarefirma/ Entwickler: Krüss) wird die Analyseflüssigkeit destilliertes 
Wasser für die Bestimmung der Oberflächenhydrophobie, sowie das Tropfenvolumen 
von 2 µl und eine Dosiergeschwindigkeit von 50 µl/ min eingestellt. Die Dosiernadel 
wird in einem Abstand von 1 mm oberhalb der Probe positioniert.Unter Zuhilfenahme 
des Programms DSA wird ein liegender Tropfen auf der Probe abgesetz (Abbil-
dung 18). Damit die Dosiernadel die Tropfenkontur nicht beeinflusst, wird die Nadel 
aus dem Tropfen entfernt und anschließend die Messung der Tropfenkontur und dem 
Schnittpunkt an der Materialgrenzfläche durchgeführt. Pro Proben werden je nach 
Probengröße 3-5 Messungen durchgeführt. 
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Abbildung 18: Bestimmung des Kontaktwinkels eines liegenden Tropfens an einer Material-
oberfläche. A) Der Winkel einer hydrophilen Oberfläche ist α ≤ 90 °;B) an hydrophoben Ober-
flächen liegt der Winkel 90 < α < 120 °; C) ab einem Winkel α ≥ 120 ° ist die Oberfläche su-
perhydrophob. 
 
3.7.2. Untersuchung der RGD-Funktionalisierung an PMMA und PCL 
Besiedlung der Proben 
Die PCL-Folien werden auf eine runde Fläche mit einem Durchmesser von 14 mm 
ausgestanzt. Die PMMA-Proben auf 10 x10 mm² große Quadrate zugeschnitten. Die 
bearbeiteten PMMA- und PCL-Proben werden in sterilen 24-Loch-Zellkulturschalen 
platziert und mit Vaseline fixiert. Vaseline ist für Zellen inert. Sie ist nicht toxisch und 
beeinflusst die Proben nicht, solange sie nicht auf der Oberfläche ist. 
Da die rechteckigen PMMA-Proben den Boden der runden Reaktionsgefäße (Well) 
nicht vollständig bedecken, wird der Boden der Zellkulturschale vor der Besiedelung 
mit 1%igem steril filtriertem bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS+ für 1 h bei 37 °C 
inkubiert, mit 1 ml sterilem, destilliertem Wasser gewaschen und anschließend ge-
trocknet. BSA verhindert, dass die Zellen unspezifisch auf dem Boden der ZKS 
wachsen. 
Die funktionalisierten Proben lassen sich nicht sterilisieren. Um eine Schädigung der 
funktionalisierten Oberfläche zu vermeiden, werden die Proben mit sterilem, destil-
liertem Wasser gewaschen. Bakterienbefall wird durch Zusatz des Antibiotikums 
Gentamicin unterbunden. 
Die Zellen werden aus den Zellkulturflaschen (ZKF) gelöst, mit einer Konzentration 
von 5.200 Zellen /cm² auf den Proben ausgesät und für 24 h im Brutschrank mit se-
rumfreiem Zellkulturmedium inkubiert. 
α α α
a) hydrophile                                 b) hydrophobe                          c) superhydrophobe
Oberfläche
Untersuchte Materialien und Prozesse 
50 
Als Positivkontrolle werden mit 70%igem Ethanol desinfizierte Mikroskopiedeckgläser 
(ø12 mm) mit 100 µl einer 0,01%igen Poly-L-Lysin-Lösung (PLL, Lonza) für 
30 Minuten bei RT beschichtet. Danach wird nicht gebundenes PLL mit sterilem des-
tilliertem Wasser heruntergewaschen und die Deckgläser für zwei Stunden getrock-
net. Die anschließende Besiedlung erfolgt wie oben beschrieben. 
Aktinskelett- und Zellkern-Färbung  
Nach 24h und 48h Zellkultivierung wird das Medium von den PMMA- und PCL-
Proben entfernt und die Proben einmal mit 1 ml PBS+ gewaschen. Anschließend 
werden die Zellen mit 4%igem Formaldehyd für 10 Minuten bei RT fixiert. Das Fixativ 
wird anschließend entfernt und die Proben dreimal mit PBS+ gewaschen. 
Die auf den PCL-Folien gewachsenen Zellen werden gefärbt, da sie sich ansonsten 
nicht von der Folienstruktur unterscheiden lassen. Für die Färbung des Aktinskeletts 
werden pro Kulturgefäß 300 µl Färbelösung angesetzt. Dazu werden 0,2% Triton X-
100 und 0,5 µM 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) und 1 µM Phalloidin-Atto488 
(Invitrogen, Deutschland) in PBS+ gelöst. Die Proben werden in der Färbelösung für 
10 Minuten abgedunkelt bei RT inkubiert. Danach wird die Färbelösung im Dunkeln 
entfernt und überschüssiger Farbstoff mit 3 x 1 ml PBS+ abgewaschen. Zur weiteren 
Konservierung der gefärbten Proben, werden diese mit je einem Tropfen Fluoprep 
(Biomerieux, Frankreich) mit der besiedelten Seite auf einem Objektträger fixiert. Bis 
zur mikroskopischen Analyse werden die Proben bei 4 °C im Dunkeln gelagert. 
Lichtmikroskopische Beurteilung der Zellmorphologie auf PMMA-Proben 
Auf dem transparenten Polymer PMMA ist eine Färbung der Zellen zur Beurteilung 
der Zellmorphologie nicht notwendig. Daher wird die Analyse mit einem inversen 
Phasenkontrastmikroskop CKX 41 (Olympus, Deutschland) durchgeführt. Die Auf-
nahme der Bilder erfolgt mit einer USB 2.0 Kamera (SMX-M83C, Sumix Corp.) und 
der Bildverarbeitungssoftware SMX-M8X (Sumix Corp.). 
Analyse der Aktinskelett- und Zellkernfärbung auf PCL-Proben 
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zur Dokumentation der Aktinskelett- und 
Zellkernfärbung werden mit dem Mikroskopieaufbau (Kap. 3.4.5) aufgenommen. Das 
zur Färbung des Aktinskeletts verwendete Phalloidin-Atto488 wird mit Wellenlängen 
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zwischen 480 nm und 515 nm angeregt und emittiert bei einer Wellenlänge von etwa 
523 nm (grün). Der Kernfarbstoff 4′,6-Diamidin-2-phenylindo (DAPI) lässt sich mit 
Wellenlängen zwischen 338 nm und 344 nm anregen und emittiert bei etwa 452 nm 
(blau)134. 
3.7.3. Nachweis der Laktoseanbindung 
Die erfolgreiche Anbindung von Laktosemolekülen wird mittels zwei fluoreszenzba-
sierter Nachweismethoden überprüft. Der erste Ansatz verfolgt die Strategie, freie 
Amingruppen nach Anbindung von Laktosemolekülen nachzuweisen, indem die be-
reits etablierte Färbung der Amingruppen mit BodiPY FL-NHS durchgeführt wird. Im 
zweiten Ansatz werden Laktosemoleküle direkt nachgewiesen, indem Fluorescein 
markiertes Erythrina Cristagalli Lektin an die Laktose angebunden wird. 
Ansatz 1: Überprüfung der Laktoseanbindung durch den Nachweis freier 
Amingruppen 
Die mit Laktose funktionalisierten Proben werden mit BodiPY FL, SE, gefärbt 
(Kap. 3.4.4). Sofern noch freie Amingruppen auf der Oberfläche vorhanden sind, bin-
det der Farbstoff an der Oberfläche. Die Proben werden anschließend fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht (Kapitel 3.4.5). 
Ansatz 2: Anbindung von Lektin zum Nachweis der funktionellen Laktose 
Das Fluorescein markierte Erythrina Cristagalli Lektin (FITC ECL, Biozol, Deutsch-
land) liegt in einer Konzentration von 5 mg/ml vor. Die Färbelösung wird auf 20 µg/ml 
0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH7,4) verdünnt. Die aminierten und laktosefunktionali-
sierten PCL Proben werden für 1h bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend 
werden die Proben dreimal für je 5 Minuten mit 1,5 M NaCl Lösung gewaschen. Nach 
dem Entfernen der Rahmen für die Mikroreaktionskammern, werden die Proben er-
neut zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Proben werden bis zur fluo-
reszenzmikroskopischen Untersuchung dunkel gelagert. 
3.8. Auswertung 
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen werden mit der Mikroskop eigenen Analy-
SIS-basierten Software CellR (Olympus soft imaging solutions) erzeugt. Neben der 
Steuerung des Mikroskops erlaubt die Software die Aufnahme verlustfreier, 12Bit 
TIFF-Bilder. Des Weiteren ist eine Bildbearbeitung wie die Überlagerung fluores-
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zenzgefärbter Zellbilder und die Kombination aneinander angrenzender Bilder mög-
lich. Zur Bildbetrachtung, Grauwertanalyse und Vermessung der Bilder wird die Soft-
ware ImageJ Version 1.46 (National Institut of Health) eingesetzt.  
3.8.1. Grauwertanalyse 
Zur Überprüfung der in dieser Arbeit erfolgreichen Aktivierung und Funktionalisierung 
wird die Fluoreszenzfärbung und –mikroskopie genutzt (vgl.Kap.3.4.2 und Kap. 
3.4.5). Die aufgenommenen Fluoreszenzbilder werden als Grauwerte zwischen 0 und 
4096 dargestellt. Je heller ein Fluoreszenzmolekül leuchtet, desto größer ist der da-
zugehörige Grauwert (GW). Auf diese Weise lassen sich Fluoreszenzintensität und 
Grauwerte korrelieren. Die Grauwertanalyse ist das Verfahren, mit dem der Nach-
weis der Funktionalisierung untersucht wird.  
Zur Durchführung der Grauwertanalyse ist zunächst die Vermessung standardisierter 
Mikrobeads mit dem eingesetzten Mikroskop (Olympus IX 81, 4x und 10x Objektiv) 
notwendig (Abbildung 19). Mit unterschiedlichen Belichtungszeiten aufgenommene 
Bilder werden auf diese Weise normiert. Die Fluoreszenz der Partikel wird mit Hilfe 
der Partikelmessfunktion der AnalySIS-Software bestimmt und entspricht einem 
Grauwert zwischen 0 und 4096. Je kleiner der Grauwert ist, desto dunkler ist die Flu-
oreszenz. Im Weiteren wird daher der GW als Maß für die Funktionalisierungsdichte 
verwendet. Die Grauwerte der Partikel bei den verschiedenen Belichtungszeiten 
werden in einem Graphen gegeneinander aufgetragen und die Steigung extrapoliert. 
Die Geradengleichungen der beiden Belichtungszeiten ermöglichen die Berechnung 
des Absoluten GWabs. Die Verschiebung des Y-Achsenabschnitts weist auf einen 
systematischen Fehler der Messmethoden hin. Dieser wird bei der Bestimmung der 
relativen Grauwerte berücksichtigt. Die Grauwerte (GW) der Experimente werden 
anschließend auf den GW der Mikrobeads bei entsprechender Belichtungszeit nor-
miert und prozentual angegeben. 
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Abbildung 19: Belichtungsreihe an standardisierten Mikrobeads. Bilder A-C) Analyse 4x Ob-
jektiv; D-F) Analyse 10x Objektiv; A und D) Grauwertanalyse der mikroskopischen Fluores-
zenzaufnahmen. B und E) Aufnahme der Beads bei 200 ms Belichtungszeit; C): Aufnahme 
der Beads bei 800 ms Belichtungszeit. 
Während PMMA Oberflächen als Spritzgegossene transparente Scheiben vorliegen, 
muss das PCL Granulat zunächst zu Folien verarbeitet werden. Das Granulat wird in 
Chloroform aufgelöst. Durch den Rührvorgang entstehen Lufteinschlüsse in der Lö-
sung. Diese stören den anschließenden Tauchprozess zur Folienherstellung. Trotz 
Wartezeit treten häufig Lufteinschlüsse in den getauchten Folien auf. Des Weiteren 
treten nach dem Tauchprozess Unregelmäßigkeiten in den Foliendicken auf, wenn 
die Polymerlösung nicht gleichmäßig abtropfen kann. Folien die offensichtlich diese 
Fehler aufweisen werden nicht für den weiteren Prozess verwendet. Lufteinschlüsse 
und die unterschiedliche Dicke der Folien beeinflussen die Auswertung der Fluores-
zenzfärbungsexperimente, da es in diesen Bereichen zu verstärkter Hintergrundfluo-
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reszenz kommt. Damit diese Artefakte die Auswertung nicht stören, wird von den GW 
immer der GW der Hintergrundfluoreszenz der Umgebung subtrahiert (Abbildung 20).  
 
Abbildung 20: Prinzip zur Bestimmung des Grauwertes. A) Bestimmung des GW an Einzel-
pulsen. Messung der bestrahlten Fläche (blauer Kasten), Messung der nicht bestrahlten Flä-
che (orangefarbener Kasten). B) Bestimmung des GW entlang eines Messrasters mit anstei-
gender Pulszahl. Bestimmung des GW des Hintergrundes entlang der orangefarbenen Li-
nien, Bestimmung des GW entlang der bestrahlten Messpunkte entlang der grünen Linie 
. 
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4. Ergebnisse und Diskussion 
Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Reihenfolge erläutert, in der die 
Funktionalisierungsprozesskette abläuft. Beginnend bei der Oberflächenaktivierung, 
werden die Ergebnisse bis zum Nachweis der bioaktiven Moleküle RGD und Laktose 
dargestellt. 
4.1. Oberflächenaktivierung 
PMMA- und PCL-Oberflächen werden bei der Aktivierung nicht zerstört. Daher wird 
zunächst die Abtragsschwelle der Materialien für die Wellenlängen 193 nm- und 
248 nm-Strahlung bestimmt. Anschließend erfolgt der Nachweis der Carboxylgrup-
pen, die ein Hinweis für die erfolgreiche Aktivierung der Oberfläche liefert. Des Wei-
teren wird der Einfluss der Pulsenergie, der Fluenz und der Repetitionsrate auf die 
Oberflächenaktivierung untersucht. 
4.1.1. Bestimmung der Abtragsschwelle 
Der Abtrag in PMMA wird mittels LSM-Analyse vermessen (Abbildung 21B). Die 
Oberfläche wird gleichmäßig abgetragen. Die abgetragenen Bereiche weisen steilen 
Flanken und eine glatte Fläche am Boden auf. Bei jeder Fluenz werden insgesamt 
sechs Löcher abgetragen, drei mit 10 Pulsen und drei mit 20 Pulsen. Die Stan-
dardabweichung der Abtragstiefe liegt bei etwa ± 0,02 µm. Wird die Abtragstiefe ge-
gen die Fluenz aufgetragen, ergibt sich aus dem Schnittpunkt der Ausgleichsgeraden 
mit der y-Achse eine Abtragsschwelle von 30 mJ/cm² für PMMA bei der Wellenlänge 
193 nm (Abbildung 21A). Aus der Steigung der Ausgleichsgeraden wird die optische 
Eindringtiefe α-1 der Strahlung mit 0,17 µm bestimmt. Dies entspricht einem Absorpti-
onskoeffizient von 5,8*104 cm-1. Die bestimmte Abtragsschwelle entspricht dem Lite-
raturwert von 27 mJ/cm² 49,135,136. Das in dieser Arbeit untersuchte Material zk6HF 
weist trotz zugesetzter UV-Absorber eine zum Literaturwert vergleichbare Abtrags-
schwelle auf. 
Zur Bestimmung der Abtragsschwelle von PCL bei 193 nm werden die Abtragstiefen 
der Löcher ebenfalls mit Hilfe des LSM untersucht. Die Tiefe der jeweils sechs Abträ-
ge wird bei vier verschiedenen Pulsenergien bestimmt (Abbildung 21C). Durch den 
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Schnittpunkt der linear angenäherten Geraden mit der Ordinate ergibt sich für PCL 
eine Abtragsschwelle von 160 mJ/cm² und eine optischen Eindringtiefe von 0,54 µm 
(Abbildung 21A, Quadrate). Die optische Eindringtiefe entspricht einem Absorptions-
koeffizienten von 1,8*104 cm-1. Die gemessene Abtragsschwelle für PCL weicht vom 
Literaturwert (200 mJ/cm²) ab. Die Proben haben eine geringere Kristallinität, weil sie 
im Thermokompressionspritzguss hergestellt sind48. Der Unterschied der Abtrags-
schwelle ist auf das Herstellungsverfahren zurückzuführen. Durch die Art der Herstel-
lung wird die Kristallinität des PCLs reduziert. Die Kristallinität eines Polymers beein-
flusst die Abtragsschwelle eines Polymers. Yeh et al. beschreiben, dass im Lö-
sungsmittelgießverfahren hergestellte semi-kristalline PCL-Folien mikroporöse Filme 
bilden137. Diese Mikroporosität erklärt die durch die Bestrahlung entstandenen rauen, 
ungleichmäßigen Oberflächen. Zusätzlich beeinflusst das Molekulargewicht (Mw) des 
PCLs dessen physikalische Eigenschaften. PCL-Folien mit höherem Molekularge-
wicht weisen einen höheren Kristallinitätsgrad auf, als solche mit niedrigerem Mole-
kulargewicht. Das in dieser Arbeit untersuchte PCL weist ebenfalls eine hohe Kristal-
linität auf. Ortiz beschreibt in seiner Arbeit an Poly-L-Lactat, dass ein höherer Grad 
der Kristallinität die Abtragsschwelle senkt138. Die abweichende Abtragsschwelle ist 
auf die unterschiedlichen Herstellungsweisen der Folien und der daraus resultieren-
den geringeren Kristallinität zurückzuführen.  
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Abbildung 21: Bestimmung der Abtragsschwelle von PMMA und PCL für Strahlung der Wel-
lenlänge 193 nm. A) In dem Graphen ist die Abtragstiefe [µm] gegen die Fluenz halbloga-
rithmisch aufgetragen. Der Schnittpunkt der Geraden mit der Ordinate bei der der Abtrag null 
ist liegt für PMMA bei 30 mJ/cm², für PCL bei 160 mJ/cm²; B) Abtrag in PMMA. Der Boden 
erscheint homogen glatt. Die Flanken des Abtrags verlaufen senkrecht, an den Rändern ent-
steht Aufwurf; C) Darstellung eines Abtrags in PCL, gemessen mit dem LSM. Auf dem Bo-
den des Abtrags fallen Risse auf, die durch die Bestrahlung des Polymers entstanden sind. 
Die Flanken des Abtrags fallen senkrecht ab. An den Rändern entsteht ein Aufwurf. Die Kan-
tenlänge eines Abtrags entspricht 0,7 mm. 
Bestimmung der Abtragsschwelle mit 248 nm Laserstrahlung 
Zur Bestimmung der Abtragsschwelle der Laserstrahlung der Wellenlänge 248 nm 
wird die Strahlquelle Novaline 100 verwendet. In jede Probe werden jeweils 6 Löcher 
pro Fluenz abgetragen. Jeweils drei Löcher mit 10 Pulsen und drei Löcher mit 20 
Pulsen.  
Die Abtragstiefe aufgetragen gegen die Fluenz ergibt für PMMA eine Abtragsschwel-
le von 340 mJ/cm² und eine optische Eindringtiefe von 0,96 µm (Abbildung 22A, 
Dreiecke). Die Eindringtiefe entspricht einem Absorptionskoeffizienten von 104 cm-1. 
Der Grund der Löcher ist wellig abgetragen. Die Flanken fallen in einem Winkel von 
45° ab. An den Rändern befindet sich Debris (Abbildung 22B). Srinivasan beschreibt 
in seiner Arbeit die Abtragsschwelle von PMMA bei 600 mJ/cm²130. Die gemessenen 
Werte weichen um 260 mJ/cm² vom Literaturwert ab. Das PMMA zk6Hf enthält einen 
UV-Absorber. Dieser beeinflusst die Absorption der Wellenlänge 248 nm und führt zu 
einer reduzierten Abtragsschwelle. 
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Zur Bestimmung der Abtragsschwelle von PCL sind höhere Fluenzen notwendig als 
für PMMA. Die Abtragsschwelle liegt bei 2,05 J/cm² und die optische Eindringtiefe bei 
25 µm (Abbildung 22A, Quadrate). Der Absorptionskoeffizient ist 400 cm-1. PCL ist 
für die Wellenlänge 248 nm transparent. Die Kanten des Abtrags sind nicht Quadra-
tisch, sondern verlaufen sichelförmig. An den Rändern finden sich tropfenförmige 
Polymerablagerungen (Abbildung 22C). Diese Form des Abtrags deutet auf einen 
thermischen Effekt hin, der zur Schmelze des Polymers führt. Aufgrund der großen 
optischen Eindringtiefe erwärmt die Strahlung die 40 µm dicke Folie gleichmäßig. 
Außerdem befinden sich unter der Probe eine Glasscheibe und ein Klebestreifen, 
welche durch die UV-Strahlung erwärmt werden. Die Glastemperatur von PCL liegt 
bei etwa 59 °C, das heißt bereits niedrige Temperaturen führen zu einer Verände-
rung der Kristallinität des Materials. 
 
Abbildung 22: Bestimmung der Abtragsschwelle von PMMA und PCL für 248 nm-Strahlung. 
A) Die Abtragstiefe ist halblogarithmisch gegen die Fluenz aufgetragen. Der Schnittpunkt der 
Geraden mit der Ordinate bei der der Abtrag null ist liegt für PMMA bei 340 mJ/cm², für PCL 
bei 2,05 J/cm²; B) Abtrag in PMMA gemessen mit dem LSM. Der Boden des Abtrags er-
scheint inhomogen. Die Flanken des Abtrags steigen in einem Winkel von 45° an. An den 
Rändern liegt Debris; C) Abtrag in PCL, gemessen mit dem LSM. Der Abtrag weist in diesem 
Fall nicht die quadratische Form auf, die Flanken verlaufen in einem Winkel < 45°. Die Kan-
tenlänge eines Abtrags entspricht 0,7 mm. 
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Aufgrund der ermittelten Absorptionskoeffizienten für PMMA und PCL von 
αPMMA = 5,8*10
4 cm-1 und αPCL = 1,8*10 
4 cm-1 wird deutlich, dass die Abtragsschwel-
len von PMMA und PCL für die Wellenlänge 193 nm unterhalb der Abtragsschwellen 
von Strahlung der Wellenlänge 248 nm liegt. Absorptionskoeffizienten ≥ 20.000 cm-1 
bei einer bestimmten Wellenlänge führen zu gleichmäßiger Polymerspaltung. Ne-
benprodukte entstehen durch die Bestrahlung nicht139. Bei Absorptionskoeffizienten 
≤ 20.000cm-1 tritt vor der Aktivierung der Oberfläche Inkubation auf. In dieser Phase 
entstehen an der Polymeroberfläche Doppelbindungen140. Die Photonenenergie von 
193 nm-Strahlung liegt bei 6,4 eV. Diese Photonenenergie entspricht der Bindungs-
energie einer C=C-Doppelbindung (6,39 eV). Daraus resultiert, dass mit Strahlung 
der Wellenlänge 193 nm Doppelbindungen elektronisch angeregt werden. Diese An-
regung der Bindung führt dazu, dass das Molekül in Schwingung versetzt wird. Diese 
Schwingung führt schließlich zum Bruch der schwächsten Bindung im Molekül (C-O 
oder C-C-Einfachbindung).  
Die Bestrahlung des PCL mit dieser Wellenlänge führt zur Bildung eines delokalisier-
ten Elektronenrings während der Inkubation und der Ausbildung von partiellen C=C-
Doppelbindungen (Norrish-Typ II). An dieser Stelle wird das Molekül elektronisch an-
geregt. Die Polymerkette bricht bei Bestrahlung mit Strahlung der Wellenlänge 
193 nm. Die Absorptionskoeffizienten bei der Wellenlänge 248 nm liegen bei 
αPMMA = 10
4 cm-1 und αPCL = 400 cm
-1. Die Photonenenergie liegt bei 5 eV. Sie regt 
keine der in den PCL vorkommenden Bindungsenergien an, weshalb in PCL keine 
Bindungen aufgebrochen werden. Die Photonenenergie führt zur Erwärmung des 
Materials. Der Absorptionskoeffizient von PMMA ist groß genug damit nach der Inku-
bation Seitenketten abgespalten werden. 
4.1.2. Nachweis der Carboxylgruppen 
Während der Bestrahlung der Polymeroberflächen mit UV-Licht entstehen reaktive 
Carboxylgruppen. Für den Nachweis dieser Carboxylgruppen an PMMA und PCL 
werden jeweils zehn Proben unter normalatmosphärischen Bedingungen mit 193 nm 
und 248 nm-Strahlung unterhalb der Abtragsschwelle bestrahlt. Anschließend wer-
den die Proben mit BodiPY-FL EDA und EDC (pH 4,5) für zwei Stunden inkubiert. 
Überschüssiger Farbstoff wird mit einer 1,5 M NaCl-Lösung abgewaschen und eine 
Grauwertanalyse durchgeführt.  
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Bestimmung der Carboxylgruppen nach Bestrahlung mit ArF-Strahlquelle 
Die Grauwertanalyse der Fluoreszenzfärbung von PMMA- und PCL-Oberflächen 
nach der Bestrahlung mit der Wellenlänge 193 nm, zeigt für beide Polymere einen 
signifikanten Anstieg des Grauwertes (Abbildung 23A) gegenüber unbehandelten 
Proben. Die fluoreszierenden Oberflächen werden mit unbehandelten Proben, das 
heißt Proben die weder bestrahlt noch nasschemisch behandelt werden, normiert. 
Für nicht bestrahlte Proben ergibt sich eine Zunahme des Grauwertes um etwa 
125%. Diese Zunahme ist auf unspezifische Absorption des Farbstoffs an die Ober-
fläche zurückzuführen. Neben der unspezifischen Absorption des Farbstoffs hat PCL 
an den Kettenenden Carboxylgruppen, die mit der Amingruppe des Farbstoffs rea-
gieren können. Die genaue Anzahl dieser Gruppen ist nicht bestimmt. Daher ergibt 
sich eine große Standardabweichung des GW von 125 ± 125% bei 10 gemessenen 
Proben. Durch Bestrahlung der Oberfläche steigt der Grauwert für PMMA auf 750 ± 
400%, für PCL auf 1250 ± 700% gegenüber unbestrahlten Proben an. Das bedeutet, 
dass sechs- bis zehnmal so viele Carboxylgruppen auf der Oberfläche nachgewiesen 
werden können wie bei unbestrahltem PMMA und PCL. Diese großen Standardab-
weichungen entstehen durch die Beschaffenheit der Oberflächen. Wie oben be-
schrieben, sind PCL Folien aufgrund ihrer Präparation unterschiedlich dick. In dicke-
ren Regionen lagert mehr Farbstoff unspezifisch ein, als in dünneren. Des Weitern 
weißt das Strahlprofil der Strahlquelle Intensitätsinhomogenitäten auf, die zu einer 
ungleichmäßigen Aktivierung führen. 
Bestimmung der Carboxylgruppen nach Bestrahlung mit KrF-Strahlquelle 
Die Bestimmung der Carboxylgruppe mit Hilfe einer Grauwertanalyse nach der Be-
strahlung mit 248 nm-Strahlung, ergibt für beide Proben einen Anstieg des Grauwer-
tes (Abbildung 23). Die Hintergrundfluoreszenz für nicht bestrahlte Proben steigt auf 
etwa 95% gegenüber unbehandelten Proben an. Der Grauwert bestrahlter PMMA-
Proben steigt signifikant um 4,4 ± 2,3% gegenüber unbestrahlten Oberflächen an. 
Bei PCL liegt dieser Anstieg bei etwa 57 ± 23%. Das bedeutet, dass durch die Be-
strahlung Carboxylgruppen auf den Oberflächen entstehen141. 
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Abbildung 23: Fluoreszenzanalyse zum Nachweis von Carboxylgruppen nach der Bestrah-
lung von PMMA und PCL mit A) 193 nm und B) 248 nm-Strahlung. Die bestrahlten Oberflä-
chen wurden mit BodiPY FL EDA gefärbt (n = 10). 
 
Untersuchung der kovalenten Anbindung von BodiPY FL EDA durch Wasch-
experimente 
Die kovalente Bindung der EDA-Moleküle des BodiPY-Farbstoffs an die bestrahlten 
Polymeroberflächen wird durch Waschexperimente überprüft. Die bestrahlten und 
fluoreszenzmarkierten Oberflächen werden mit Waschlösungen mit steigender Koch-
salzkonzentration gewaschen. Die Experimente werden an mit beiden Wellenlängen 
bestrahlten PMMA- und PCL-Proben durchgeführt. Unbestrahlte, sowie mit der Wel-
lenlänge 193 nm bestrahlte PMMA-Proben, die mit destilliertem Wasser gewaschen 
werden zeigen einen Anstieg des GWs auf 250% an (Abbildung 24A). Durch Wa-
schen der Proben mit 1,5 M Salzlösung sinkt der Grauwert der unbestrahlten Proben 
auf 170 ± 5%. Der GW der bestrahlten Proben bleibt auf dem Niveau von ungefähr 
250%. Farbstoffmoleküle sind also kovalent an die PCL-Oberfläche gebunden.  
Der GW der PCL-Proben, die mit Strahlung der Wellenlänge 193 nm aktiviert und mit 
destilliertem Wasser gewaschen werden steigt auf ca. 1500% an. Nach dem Wa-
schen mit NaCl-Lösungen mit Salzkonzentrationen bis zu 3 M bleibt der GW unver-
ändert. Diese BodiPY FL EDA Moleküle sind kovalent auf den bestrahlten Oberfläche 
gebunden (Abbildung 24B). 
Das Fluoreszenzsignal von PMMA steigt durch die Bestrahlung der Oberfläche mit 
Strahlung der Wellenlänge 248 nm von 3,8 ± 3,6% bei unbestrahlten Proben auf 
6 ± 1% bei bestrahlten an. Durch Waschen der unbestrahlten PMMA Proben mit 
NaCl-Lösung sinkt hier der Grauwert auf etwa 2 ± 2%. Bei den bestrahlten Proben 
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steigt der Grauwert auf bis zu 10 ± 4% an. Der größte Fluoreszenzunterschied wird 
bei dem Waschprotokoll mit 300 mM NaCl-Waschlösung erzielt (Abbildung 24C). 
Waschexperimente an mit der Wellenlänge 248 nm bestrahltem PCL deuten auf ei-
nen großen Anteil unspezifischer Absorption des Farbstoffs an die Oberfläche hin. 
Das Hintergrundfluoreszenzsignal liegt bei unbestrahltem und gefärbtem PCL bei 
etwa 4% über dem von unbehandeltem PCL. Durch UV-Bestrahlung und Anbindung 
von Amingruppen sowie Fluoreszenzfarbstoff steigt der Grauwert nach dem Wa-
schen mit destilliertem Wasser auf 15,2 ± 3%. Durch Waschen mit Kochsalzlösungen 
ansteigender Konzentrationen sinkt der Grauwert auf etwa 5,5 ± 0,5% ab. Der Abfall 
stagniert ab einer Salzkonzentration von 1,5M NaCl in Wasser (Abbildung 24D). 
 
Abbildung 24: Überprüfung der kovalenten Bindung des BodiPY FL EDA an bestrahlten 
(Dreiecke) und unbestrahlten (Quadrate) Oberflächen. Die Proben wurden nach dem Fär-
ben mit NaCl-Lösungen gewaschen. Die Grauwerte sind auf unbehandelte Proben nor-
miert A,C) PMMA; B,D) PCL. (n = 5). 
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Vergleich der Aktivierung mit ArF- und KrF-Strahlquellen 
Die Aktivierung der Polymeroberfläche kann mit beiden Strahlquellen erreicht wer-
den. Während mit 193 nm-Strahlung eine bis zu zehnfache Erhöhung der Anzahl der 
Carboxylgruppen auf der Oberfläche erreicht wird, werden durch 248 nm-Strahlung 
nur für PCL 1,5mal so viele Gruppen aktiviert. An PMMA sind es nur 4% Car-
boxylgruppen mehr. Wie im Kapitel 4.1.1 bereits beschrieben, treten bei den unter-
schiedlichen Wellenlängen auf Grund der unterschiedlichen Absorption der Wellen-
längen unterschiedliche Reaktionen an den Oberflächen auf. Diese beruhen auf pho-
tochemischen und photothermischen Prozessen. 
Die Waschexperimente zeigen, dass der Farbstoff bei Proben, die mit 193 nm-
Strahlung aktiviert werden, kovalent gebunden ist. Dies ist möglich, weil die Oberflä-
che durch die Bestrahlung mit dieser Wellenlänge aktiviert wurde. Die Aktivierung der 
Polymeroberflächen erfolgt, wenn chemische Bindungen eines Moleküls aufgebro-
chen werden, weil die Bindungsenergie durch die Photonenenergie erreicht wird48. 
Die beiden untersuchten Polymere bestehen aus Kohlenstoff-, Sauerstoff- und Was-
serstoffmolekülen und weisen demnach ähnliche Bindungstypen und Energien auf. 
Daher entscheidet die Polymerstruktur, welche Bindungen aufgebrochen werden. Die 
MMA-Moleküle sind über Kohlenstoff-Kohlenstoff Einfachbindungen miteinander ver-
bunden und bilden das Rückgrat des PMMAs an das veresterte Seitengruppen ge-
bunden sind. Bei PCL sind die Caprolacton-Moleküle durch Esterbindungen mitei-
nander verbunden und besitzen keine Seitengruppen. Daher unterscheiden sich die 
Spaltungsmechanismen innerhalb der Moleküle. UV-Strahlung der Wellenlänge 193 
nm spaltet im PMMA die Methylestergruppe als –COOCH3, -OCH3, -CH3 ab. Die ent-
stehenden Radikale bilden mit Luftsauerstoff oder den H2O-Gruppen aus der Atmo-
sphäre Carboxylgruppen142,143. Die Spaltung der C-O Bindung läuft beim linearen 
PCL-Molekül entlang der Polymerkette ab. Wie die Norrish Typ II Reaktion be-
schreibt, entstehen hierbei Carboxylgruppen. Das bedeutet, die Oberfläche ist akti-
viert. Durch die Aktivierung mit Strahlung der Wellenlänge 248 nm entstehen weniger 
Carboxylgruppen an den Oberflächen der Polymere. Es laufen weniger photochemi-
sche und mehr photothermische Prozesse während der Bestrahlung ab, die nicht zur 
Bildung von zugänglichen Carboxylgruppen führen. 
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4.1.3. Einfluss von Fluenz, Dosis und Repetitionsrate auf die Oberflächenakti-
vierung  
Um den Einfluss von Fluenz, Dosis und Repetitionsrate zu untersuchen werden 
PMMA und PCL jeweils mit 193 nm- und 248 nm-Strahlung bearbeitet. Die Proben 
werden aufsteigend mit 0 bis 100 Pulsen/Stelle bestrahlt. Anschließend werden die 
Proben mit dem aminierten Farbstoff BodiPY FL EDA gefärbt und eine Grauwertana-
lyse durchgeführt. Auf der Abszisse wird die Dosis [J/cm²] aufgetragen, während auf 
der Ordinate die gegen die Mikrobeads normierten Grauwerte [%] angegeben wer-
den. 
Aktivierung mit Strahlung der Wellenlänge 193 nm 
Die Versuche zum Einfluss der Fluenz und Dosis von ArF-Excimerstrahlung auf die 
Oberflächenaktivierung wurden mit der Strahlquelle Xantos XS durchgeführt. Die Re-
petitionsrate wird konstant auf 20 Hz eingestellt. Pro Material werden zwei verschie-
dene Fluenzen untersucht.  
Die Fluenzen für die Bearbeitung von PMMA unterhalb der Abtragsschwelle bei 
193 nm werden mit 0,012 J/cm² und 0,014 J/cm² gewählt. Der Anstieg des Grauwer-
tes beider Versuche setzt verzögert ein und steigt bis zu einer Dosis von 0,45J/cm² 
auf einen Grauwert von etwa 3,5% an. Bei höheren Dosen liegen alle Grauwerte in 
diesem Bereich. Die Aktivierung ist gesättigt und keine weiteren aktiven Gruppen 
entstehen (Abbildung 25A). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen belegen, 
dass die Oberfläche bei einer Bestrahlung mit mehr als 30 Pulsen zerstört wird 
(Abbildung 25B und C). 
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Abbildung 25: Bestrahlung von PMMA mit 193 nm-Laserstrahlung mit ansteigender Pulszahl. 
A) Der Grauwert [%] wurde gegen die Dosis [J/cm²] aufgetragen. Ab 31 Pulsen tritt Abtrag an 
der Oberfläche auf. B) REM Aufnahme des 30. Pulses, die Oberfläche ist unbeschädigt, 
während bei mehr Pulsen Abtrag des PMMAs auftritt C). Maßstabsbalken: 250 µm. 
 
Nach etwa vier bis zehn Pulsen pro Stelle wird die Energiedosis erreicht, die nötig ist 
damit die Oberfläche aktiviert wird. Dies zeigt sich durch den Anstieg des GWs ab 
einer Dosis von etwa 0,1 J/cm². Oberhalb dieses Schwellenwertes nimmt die Aktivie-
rung der Oberfläche unabhängig von der Fluenz mit Zunahme der Dosis kontinuier-
lich zu, ohne das die Oberfläche geschädigt wird (Abbildung 25B). Ab einer Dosis 
von 0,3 J/cm² werden Schäden in der Oberfläche des bestrahlten PMMAs sichtbar 
Diese Schäden äußern sich in Form von kleinen Blasen (Abbildung 25C). In diesen 
geschädigten Bereichen steigt das Fluoreszenzsignal deutlich an. Der Grauwert die-
ser Fluoreszenzfärbung erreicht ab einer Dosis von 0,45 J/cm² Sättigung. An der 
Oberfläche entstehen keine zusätzlichen, neuen funktionellen Gruppen. Die Abspal-
tungsreaktion läuft nicht mehr an den Seitenketten ab. Stattdessen wird durch Ab-
spaltung von MMA-Resten das PMMA depolymerisiert135. Durch die Erhöhung der 
Dosis nimmt das Fluoreszenzsignal nicht ab. Es laufen verschiedene Prozesse paral-
lel ab. MMA-Moleküle werden abgespalten und neue aktive Gruppen entstehen. Au-
ßerdem wird die Oberfläche vergrößert, so dass mehr Farbstoffmoleküle binden kön-
nen. Die Bildung von Poren in der Oberfläche, wie sie in der REM-Untersuchung be-
obachtet werden, führt zu unspezifischer Farbstoffeinlagerung. Diese unspezifischen 
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Einlagerungen können durch Waschen mit NaCl-Lösungen reduziert werden 
(Abbildung 24A). 
Der Einfluss von Dosis und Fluenz auf die Bestrahlung von PCL mit der Wellenlänge 
193 nm wird mit den Fluenzen von 0,021 J/cm² und 0,026 J/cm² untersucht. Der 
Schwellwert für die Aktivierung der Oberfläche liegt bei 0,6 J/cm². Ab dieser Dosis 
steigt der Grauwert beider Kurven parallel an.  
 
Abbildung 26: Bestrahlung des PCLs mit 193 nm Excimerlaserstrahlung. A) Der Grauwert 
[%] wird gegen die Dosis [J/cm²] aufgetragen. B) zeigt eine REM Aufnahme des 52. Pulses 
bei dem keine Schädigung der Oberfläche zu beobachten ist. Mehr Pulse führen zu einer 
Schädigung des Polymers mit Rissbildung wie in C) sichtbar. Maßstabsbalken: 200 µm 
 
Die Oberfläche wird mit ansteigender Dosis zunehmend aktiviert. Die Aktivierung der 
Oberfläche erreicht keine Sättigung (Abbildung 26A). Die Oberfläche wird bis zum 
52. Puls (1,4 J/cm²) nicht beschädigt (Abbildung 26B). Ab einer Dosis ≥ 1,4 J/cm² 
entstehen Risse an der Oberfläche (Abbildung 26C). Im Bereich dieser Risse ist der 
Grauwert stark erhöht. Durch die vergrößerte Oberfläche kann die Oberflächenakti-
vierung ebenfalls im Inneren der Risse stattfinden. Außerdem adsorbiert der Farb-
stoff in diesen Rissen unspezifisch. Die Rissbildung tritt auf, weil innerhalb des linea-
ren Polymers die Ketten zerstört werden, die das Polymer zusammenhalten. Ikada 
beschreibt, dass durch UV-Bestrahlung von PCL die Absorption bei 990 cm-1 zu-
nimmt. Dies entspricht der C=C Doppelbindung, wie sie bei der Norrish Typ II Reak-
tion entstehen50. Bei PCL wird die C-O-Bindung durch UV-Bestrahlung der Wellen-
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länge 193 nm aufgebrochen, während bei PMMA eine Esterspaltung des Methyles-
ters oder der Methoxygruppe abläuft. Im PMMA bleibt dadurch das Polymerrückgrat 
erhalten, während die PCL-Molekülstruktur zerstört wird. Bei beiden Reaktionen ent-
stehen jedoch COOH-Gruppen, die für eine anschließende Aminierung und Funktio-
nalisierung zur Verfügung stehen. Durch Pulsakkumulation kann die Dosis erhöht 
werden und dadurch ein kontrollierter Anstieg der aktivierten Gruppen erzeugt wer-
den. Während bei PMMA das Fluoreszenzsignal und damit die Zahl der funktionellen 
Gruppen gesättigt wird, kann bei PCL durch die Vergrößerung der Oberfläche die 
Zahle der aktiven Gruppen erhöht werden. 
 
Aktivierung mit 248 nm-Strahlung 
Zur Bestimmung des Prozessfensters für die Polymeraktivierung mit 248 nm-
Strahlung werden die Fluenz, die Dosis und die Repetitionsrate untersucht. Die Re-
petitionsrate beeinflusst die Aktivierung der Polymere mit dieser Wellenlänge, weil 
aufgrund des niedrigen Absorptionskoeffizienten von PMMA und PCL thermische 
Effekte auftreten. Durch die Änderung der Repetitionsrate wird der Einfluss der Er-
wärmung des Polymers auf die Aktivierung der Oberfläche untersucht. 
Für die Bestrahlung von PMMA werden die Fluenzen 0,1 J/cm², 0,13 J/cm² und 
0,15 J/cm² gewählt. Der Einfluss von 20 Hz, 50 Hz sowie 100 Hz Repetitionsrate wird 
untersucht. Die Anzahl der Dosis wird zwischen 0 und 100 Pulsen/ Stelle variiert. Die 
Dosis [J/cm²] wird gegen den normierten Grauwert [%] aufgetragen(Abbildung 27). 
Die Grauwerte der bestrahlten Proben werden bei verschiedenen Fluenzen aber 
gleicher Repetitionsrate verglichen (Abbildung 27D). Bei der Repetitionsrate 
ν  = 20 Hz steigt der Grauwert für eine Fluenz von 0,15 J/cm² bis zu einem Grauwert 
von ca. 3% bei einer Dosis von 7,5 J/cm² an, bevor die Sättigung erreicht wird 
(Abbildung 27A).  
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Abbildung 27: Einfluss von Fluenz, Dosis und Repetitionsrate bei 248 nm an PMMA. A) Be-
strahlung mit einer Frequenz von 20 Hz, alle drei Pulsenergien führen zu einer Zunahme des 
Grauwertes. Die niedrigste Pulsenergie erreicht die höchste Aktivierung. B) Die Bestrahlung 
mit 50 Hz Strahlung führt zu einer nicht kontrollierbaren Aktivierung der Oberfläche. C) Nach 
Aktivierung mit 100 Hz gepulster Strahlung kann kein Trend erkannt werden. D) Fluores-
zenzaufnahmen von bestrahlten Feldern bei den verschiedenen Frequenzen und Fluenzen 
nach jeweils 70 Pulsen. 
 
Bei niedrigeren Fluenzen werden bei gleicher Dosis höhere Grauwerte zwischen 4% 
und 6% erreicht. Durch Bestrahlung mit einer Repetitionsrate von 50 Hz und einer 
Fluenz von 0,15 J/cm² steigt der Grauwert genauso an wie für dieselbe Energie bei 
der Repetitionsrate ν = 20 Hz (Abbildung 27B). Niedrigere Fluenzen bei dieser Repe-
titionsrate liefern keinen eindeutigen Verlauf der Aktivierung. Bei der Repetitionsrate 
100 Hz ergibt sich kein kontrollierbarer Trend für die Aktivierung der Oberflächen 
(Abbildung 27C) Die Repetitionsrate beeinflusst den Aktivierungsprozess der PMMA 
Oberflächen mit 248 nm-Strahlung. Durch höhere Repetitionsraten wird das Polymer 
stärker erwärmt. Niedrigere Repetitionsraten ermöglichen, dass die Wärme zwischen 
Pulsen abgeleitet wird. Durch niedrigere Fluenzen wird bei der Repetitionsrate 20 Hz 
eine höhere Aktivierung erzielt, weil die Inkubation, in der COOH-Gruppen entstehen, 
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verzögert wird und PMMA nicht durch Abspaltung von MMA-Resten depolymerisiert 
wird. 
Für die Untersuchung von PCL wurden Pulsenergien von 0,13 J/cm², 0,17 J/cm² und 
0,19 J/cm² und Repetitionsraten von 10 Hz, 20 Hz und 50 Hz gewählt. Die Dosis 
wurde durch Pulsakkumulation zwischen 0 und ca. 20 J/cm² verändert (Abbildung 
28D). Durch die Bestrahlung von PCL bei einer Repetitionsrate von 10 Hz und einer 
Pulsenergie von 0,13 J/cm². steigt der Grauwert auf 150% an. Dosen >12 J/cm² füh-
ren zur Reduktion des Grauwertes auf 25%. Bei gleicher Repetitionsrate und einer 
Fluenz von 0,17 J/cm² wird ab einer Dosis von 2,5 J/cm² eine konstante Erhöhung 
des Grauwertes auf ca. 50% erreicht. Ab einer Dosis von 12 J/cm² sinkt der GW auf 
25%. Bei der Fluenz 0,19 J/cm² wird die Oberfläche nicht aktiviert. Durch die Be-
strahlung mit der Repetitionsrate 20 Hz und der Fluenz 0,13 J/cm² wird der Anstieg 
des Grauwertes auf 250% bis zu einer Gesamtdosis von 7,5 J/cm² erreicht. Bei höhe-
ren Dosen sinkt Grauwert und erreicht bei einer Dosis von 20 J/cm² das Ausgangsni-
veau des Grauwertes. Höhere Fluenzen führen bei dieser Repetitionsrate zu keiner 
Änderung des errechneten relativen Grauwertes. Die Fluoreszenzbilder zeigen, dass 
sich die bestrahlten Felder vom Hintergrund abheben, dennoch ergibt sich bei der 
Grauwertanalyse ein Grauwert von 0%. Der Grund hierfür liegt in der Analysemetho-
de (vgl. Abschnitt 0). Es wird der Grauwert der bestrahlten und der unbestrahlten 
Fläche bestimmt. Anschließend wird der Grauwert der unbestrahlten Fläche von dem 
der bestrahlten Fläche subtrahiert. Sofern sich ein Grauwert von 0 ergibt sind die 
Grauwerte der bestrahlten Fläche und unbestrahlten Fläche etwa gleich. Dies kann 
durch zwei Zustände entstehen:  
1. Die bestrahlte Fläche und der Hintergrund sind gleich hell  
2. Innerhalb der bestrahlten Fläche sind dunklere und hellere Bereiche, im Mittel 
ergibt sich daraus keine Änderung des Grauwertes.  
In Abbildung 28D zeigt das Bild für 20 Hz, 0,17 J/cm², dass der Rand des bestrahlten 
Feldes heller ist als die Mitte. Die Mitte ist genauso dunkel wie der Hintergrund. Das 
Bild zu 50 Hz, 0,13 J/cm² zeigt in der Mitte des Feldes sogar einen Kreis, der dunkler 
ist als der Hintergrund. Durch die Berechnung des mittleren Grauwertes entstehen so 
negative Grauwerte.  
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Abbildung 28: Einfluss von Fluenz, Dosis und Repetitionsrate bei 248 nm an PCL. A) Bear-
beitung der Probe bei einer Frequenz von 20 Hz. Durch Erhöhung der Fluenz mit niedriger 
Pulsenergie wird eine verstärkte Aktivierung der Oberfläche erzielt. B) Durch die Bearbeitung 
bei 20 Hz und einer Pulsenergie von 0,13 J/cm² kann eine deutliche Zunahme des Fluores-
zenzsignals beobachtet werden. Höhere Pulsenergien erhöhen den Grauwert nicht. C) Durch 
die Bestrahlung mit 100 Hz gepulster Strahlung erfolgt keine Zunahme des Fluoreszenzsig-
nals. D) Fluoreszenzaufnahmen von Pulsen nach der Aktivierung mit 10 Hz, 20 Hz und 50 
Hz bei den jeweiligen Pulsenergien nach jeweils 70 Pulsen. 
 
Die Grauwertanalyse der Proben, die mit der Repetitionsrate von 50 Hz bestrahlt 
werden, zeigt bei keiner der gewählten Pulsenergien ein Anstieg des Grauwertes. 
Alle Fluoreszenzaufnahmen sind in der Mitte des bestrahlten Bereichs aufgeschmol-
zen. Mit dieser Repetitionsrate ist keine Aktivierung der Oberfläche möglich. 
Das Prozessfenster für die Oberflächenaktivierung  
Das Zusammenspiel von Fluenz, Dosis, Repetitionsrate und Wellenlänge beeinflusst 
die Aktivierung der Polymeroberflächen. Die Zunahme der Energiedosis durch Über-
lagerung mehrerer Pulse bei konstanter Fluenz führt sowohl bei PMMA, als auch bei 
PCL zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals. Da das Fluoreszenzsignal von der 
Anzahl gebundener Fluoreszenzmoleküle auf der Oberfläche abhängt, bedeutet der 
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Anstieg der Fluoreszenz eine Zunahme aktivierter Gruppen auf der Oberfläche. Die-
ser Dosiseffekt wurde bereits für andere Verfahren, wie das des Radiofrequenz-
Plasmas gezeigt. Die Zeit in der die Oberfläche mit Plasma aktiviert wurde, wurde 
variiert und so die Aktivierungsdosis erhöht. Dadurch wurde eine veränderte Benet-
zung der Oberfläche erreicht144. Zusätzlich zu diesen Dosiseffekten treten thermische 
Effekte auf, die zum einen auf dem niedrigen Absorptionskoeffizienten des Polymers 
bei der Wellenlänge 248 nm beruhen, zum anderen von dem Energieeintrag pro Zeit, 
der durch die Repetitionsrate beeinflusst werden. Durch die Erhöhung der Repetiti-
onsrate wird die Bearbeitungszeit, in der eine gewisse Fluenz eingebracht wird, ver-
kürzt. Durch diese Erhöhung nehmen photothermische Effekt an der Oberfläche zu. 
Sie treten auf, wenn die absorbierte Strahlung nicht nur zur photochemischen Bin-
dungsspaltung reicht, sondern die Energie in Form von kinetischer Energie und 
Wärme im Material gespeichert wird. Kann die Wärme nicht rechtzeitig abgeleitet 
werden, schmilzt das Material (Abbildung 28D). Da die Photonenenergie von 
248 nm-Strahlung schlechter absorbiert wird als 193 nm-Strahlung werden höhere 
Fluenzen zur Bearbeitung des Materials benötigt. Diese führen zu Wärmeakkumula-
tion im Material. 
Beide Excimerstrahlquellen können zur Aktivierung der Polymeroberflächen von 
PMMA und PCL eingesetzt werden. Mit der ArF-Strahlquelle können aufgrund der 
Photonenenergie gezielt C-C Bindungen gespalten und so Carboxylgruppen gebildet 
werden. Die benötigte Dosis liegt bei 0,1-0,3 J/cm² für PMMA und 0,75-1,3 J/cm² für 
PCL. Durch Pulsüberlagerung kann der Grad der Aktivierung kontrolliert werden. 
Durch 193 nm-Strahlung wird die Oberfläche aufgrund von Molekülabspaltungen zer-
stört. Zu Aktivierung mit 248 nm-Strahlung sind höhere Dosen zwischen 2,5-5 J/cm² 
für PCL und 2-8 J/cm² für PMMA notwendig. Auch bei dieser Wellenlänge kann die 
Anzahl aktivierter Gruppen durch Pulsüberlagerung kontrolliert werden. Bei dieser 
Wellenlänge treten thermische Effekte bei Repetitionsraten über 10 Hz auf, die die 
Aktivierung stören.  
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Tabelle 7: Optimale Prozessbedingungen für 193 nm und 248 nm-Strahlquellen 
Parameter PCL PMMA 
Wellenlänge [nm] 193 248 193 248 
Fluenz [J/cm²] 0,026 0,13 0,012 0,14 
Dosis [J/cm²] ~1,35 ~7,5 ~0,45 ~8,5 
Repetitionsrate [Hz] 20 10, 20 20 20, 50 
 
4.2. Oberflächenfunktionalisierung 
Die Oberflächen von PMMA und PCL können durch Bestrahlung mit den Wellenlän-
gen 193 nm und 248 nm erfolgreich aktiviert werden. An diese aktiven Gruppen wer-
den Amingruppen angebunden. Anschließend wird die Oberfläche mit den biologisch 
aktiven RGD-Peptiden und Laktose funktionalisiert 
4.2.1. Aminierung der bestrahlten Oberflächen 
An die aktivierten Polymeroberflächen wird in einem nasschemischen Prozessschritt 
entweder das stark verzweigte PEI Molekül oder das kurzkettige EDA angebunden. 
PEI-Moleküle werden für die Aminierung verwendet, wenn eine gleichmäßige und 
hohe Dichte an Amingruppen erzeugt werden soll. An jede aktivierte Carboxylgruppe 
kann ein PEI-Molekül mit einer Amingruppe binden. Da das starkverzweigte PEI-
Molekül eine unbestimmte Anzahl Amingruppen hat, stehen mehr freie NH2-Gruppen, 
als zuvor Carboxylgruppen für eine weitere Funktionalisierung auf der Oberfläche zur 
Verfügung. Dies erhöht die Funktionalisierungsdichte. Im Gegensatz zum PEI-
Molekül liefert das EDA-Molekül zwei freie Aminogruppen. Davon bindet eine an die 
Oberfläche, während die andere für eine weitere Funktionalisierung zur Verfügung 
steht. 
Der qualitative Nachweis der Amingruppen erfolgt durch Fluoreszenzfärbungen mit 
aminspezifisch bindenden FITC- oder BodiPY FL-Farbstoffen und anschließender 
Grauwertanalyse, sowie Zetapotentialmessungen. Der Quantitative Aminnachweis 
wird mit XPS-Analysen erbracht. 
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Homogene Anbindung von Amingruppen an PMMA  
Zur Validierung des Fluoreszenznachweises von Amingruppen mit dem Fluorescein-
isothiocyanat (FITC)-Farbstoff werden zunächst Kontrolloberflächen an Glas herge-
stellt. Dazu wurden Glasobjektträger aminosilanisiert. Diese Amingruppen werden 
wie die Amingruppen der PEI-Moleküle durch eine Färbung mit FITC nachgewiesen. 
Als Negativkontrollen ohne Amingruppen dienen unbehandelte Glasobjektträger. An-
hand der aufgenommenen Fluoreszenzbilder wird eine Grauwertanalyse durchge-
führt (Abbildung 29). Je heller die Fluoreszenz des Bildes ist, desto größer ist der 
Grauwert. In den Histogrammen zur Grauwertanalyse (Abbildung 29A, C, E) wird der 
GW gegen die Anzahl Pixel eines jeden Grauwertes aufgetragen. Abbildung 29 B 
zeigt eine homogen aminosilanisierte Glasoberfläche, die mit FITC gefärbt ist. Der 
Graph dazu zeigt die Kurven für Glas, Glas mit FITC und aminosilanisiertes Glas mit 
FITC. Der maximale Grauwert für reines, nicht fluoreszierendes Glas liegt bei etwa 
30. Durch die Inkubation des Glases mit FITC verschiebt sich der GW durch unspezi-
fische Adsorption des Farbstoffs zu einem GW von 40. Die Grauwertanalyse nach 
der Aminosilanisierung der Glasoberfläche liefert eine breite Verteilung der GW. Das 
Maximum liegt bei einem GW von 60, der hellste Pixel bei GW =120. Die Aminosila-
nisierung, sowie der Aminnachweis mit FITC ist demnach erfolgreich und kann zur 
Validierung der Aminierung von bestrahlten und nicht bestrahlten PMMA Proben ein-
gesetzt werden. Der Hintergrund GW von unbehandeltem PMMA liegt über der von 
Glas (Abbildung 29 C, D). Der maximale Grauwert von unbestrahltem PMMA liegt 
etwa bei GW = 60. Durch die Inkubation mit FITC, verbreitert sich die Verteilung der 
Grauwerte, das Maximum verschiebt sich durch unspezifische Adsorption zu GW = 
70. Durch die Bestrahlung und Anbindung von PEI/EDC an die PMMA-Oberfläche 
verschiebt sich der Grauwerte (Abbildung 29E, F). Während die Kurven für bestrahlte 
Kontrollproben ihr Maximum bei einem Grauwert von etwa 70 haben, verbreitert sich 
die Verteilung der Grauwerte hin zu helleren GW. Das Maximum liegt bei etwa 80. 
Die Verteilung der Grauwerte von bestrahltem PMMA ist nicht so breit wie die für 
Glas. Nur im lokal bestrahlten Bereich der PMMA-Oberfläche bindet der Farbstoff, 
das heißt nur hier ist die Oberfläche aminiert (vgl. Kap. 3.4.5)  
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Abbildung 29: Aminfunktionalisierung von PMMA durch 193 nm Laserstrahlung und Glas. A) 
Grauwertanalyse an aminosilanisiertem Glas. Durch die Aminosilanisierung steigt der Grau-
wert. B) Aminosilanisiertes, fluoreszierendes Glas; C) Grauwertanalyse von unbestrahltem 
PMMA; D) Unbestrahlte PMMA Probe; E) Bei bestrahltem PMMA verschiebt sich der Grau-
wert nach der PEI-Funktionalisierung zu höheren Grauwerten; F) Der bestrahlte Bereich fluo-
resziert. 
  
Das Fazit dieser Versuchsreihe ist, dass angebundene Amingruppen mit FITC spezi-
fisch nachgewiesen werden können. Außerdem können PEI-Moleküle spezifisch an 
bestrahlte PMMA-Oberflächen angebunden und nachgewiesen werden.  
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Amingruppennachweis an PCL durch Grauwertanalyse 
An PCL wird die Anbindung von EDA-Gruppen nach der Bestrahlung mit den Wellen-
längen 193 nm und 248 nm untersucht (Abbildung 30). Alle Proben wurden mit 
BodiPY FL NHS gefärbt und an ungefärbten Proben normiert. Durch die Bestrahlung 
mit der Wellenlänge 193 nm steigt der Grauwert bei nicht aminierten Proben durch 
unspezifische Adsorption des Farbstoffs auf 750 ± 750% an (Abbildung 30A). Nach 
Bestrahlung und Aminierung der Proben liegt der mittlere Grauwert bei 1630 ± 490% 
über dem von unbehandelten Proben. Die Oberfläche wird signifikant aminiert. Un-
bestrahlte Proben mit EDA zeigen einen Anstieg des GWs um etwa 250 ± 300%. 
Dieser Anstieg beruht auf unspezifischer Adsorption des EDAs und des Farbstoffs.  
PCL, welches mit der Wellenlänge 248 nm aktiviert wird, erfährt keine starke Aktivie-
rung der Oberfläche (Abbildung 30B). Der GW von bestrahlten und aminierten Pro-
ben liegt 18 ± 3% über dem von unbehandelten Proben. Ohne Bestrahlung lagert 
sich EDA unspezifisch an die kettenendständigen Carboxylgruppen des PCLs an der 
Oberfläche an und erhöht den GW auf 10 ± 2,5%. Ohne EDA, jedoch mit Bestrahlung 
liegt der GW nur bei 1%. Das zeigt dass die Oberfläche nicht aktiviert wird und auch 
der Farbstoff nicht unspezifisch anlagert. 
 
Abbildung 30: Fluoreszenzanalyse zum Nachweis der gebundenen Amingruppen an PCL 
nach der Bestrahlung mit A)193 nm und B) 248 nm. Die aminierte Oberfläche wurde mit 
BodiPY FL NHS gefärbt. 
 
Nachweis der Aminierung durch Bestimmung des Zetapotentials 
Zetapotentialmessungen werden als weiteres qualitatives Nachweisverfahren an 
PMMA- und PCL-Proben durchgeführt. Vor der Messung werden die 10 x 20 mm² 
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großen Felder innerhalb von 1,5 Stunden mit 248 nm-Strahlung aktiviert bevor sie 
aminiert werden. Die Änderung des Zetapotentials [mV] wird in Abhängigkeit des pH-
Werts bestimmt (Abbildung 31A). Der pH-Wert, bei dem das Zetapotential null wird, 
also der Schnittpunktes der Kurve mit der Abszisse, gibt den isoelektrischen Punkt 
(IP) an, bei dem das Zetapotential ausgeglichen ist. Der IP für unbehandeltes PMMA 
liegt bei pH 5,2. Nach der Bestrahlung der Oberfläche verschiebt sich der IP zu ei-
nem pH-Wert von 4,2. Diese Verschiebung ins saure zeigt die Bildung von Car-
boxylgruppen an. Die Oberfläche wird aktiviert. Die Beobachtung das Amine unspezi-
fisch an nicht bestrahlte Oberflächen adsorbieren (Abbildung 29C), wird durch die 
Zetapotentialmessung an PMMA bestätigt. Der IP wird zu einem pH-Wert von 5,5 
verschoben. Nach der Aminfunktionalisierung einer bestrahlten PMMA-Probe wird 
der IP hin zu einem basischeren pH-Wert von 6,2 verschoben. Das bedeutet, dass 
Amingruppen auf der Oberfläche sind, die den pH-Wert verschieben. Dies bestätigt 
wiederum die fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse. 
 
Abbildung 31: Bestimmung des Zetapotentials an A) PMMA und B) PCL. Es wurden be-
strahlte (λ = 248 nm) und unbestrahlte Proben mit und ohne Aminierung gemessen. Der 
Schnittpunkt der Graphen mit der Abszisse gibt den isoelektrischen Punkt an, bei dem die 
Oberfläche keine geladenen Gruppen aufweist. 
 
Durch die Zetapotentialmessung an PCL, dass mit Laserstrahlung der Wellenlänge 
248 nm bestrahlt wird, kann keine Verschiebung des isoelektrischen Punktes nach-
gewiesen werden. Der IP für unbehandeltes PCL liegt bei einem pH-Wert von 4 und 
verändert sich durch die verschiedenen Behandlungsschritte nicht. Die Aktivierung 
und Aminierung der Oberfläche durch Bestrahlung mit der Wellenlänge 248 nm ist 
nicht erfolgt. Der IP von unbehandeltem PCL liegt im sauren pH-Wert Bereich, das 
heißt Säuregruppen liegen bereits an der Oberfläche vor und können auf die ketten-
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endständigen Carboxylgruppen zurückgeführt werden. Diese führen auch bei unbe-
strahlten Proben zu einem Anstieg des GWs, wenn Amingruppen zuvor angebunden 
wurden(Abbildung 30B). Die Zetapotentialmessung an PCL kann keine Amingruppen 
auf den Oberflächen nachweisen. 
 
Quantitative Analyse der Aminierung durch XPS-Messungen 
Zur Bestimmung der kovalent gebundenen Amingruppen auf den Polymeroberflä-
chen werden XPS-Messungen durchgeführt. Es werden Messung an PMMA-Proben 
durchgeführt, die mit der Wellenlänge 193 nm und mit der Wellenlänge 248 nm be-
strahlt und aminiert werden. Außerdem werden PCL Proben, die mit der Wellenlänge 
248 nm bestrahlt und aminiert werden analysiert. 
Für die quantitative Analyse der Amingruppen an PMMA werden drei Proben unter-
sucht. Eine unbehandelte Kontrollprobe, eine nicht bestrahlt, mit EDA behandelte 
PMMA Probe und eine bestrahlte und aminierte Probe (Abbildung 32). Es werden 
Maxima bei 287 eV, 288 eV und 290 eV detektiert. Diese Werte entsprechen den 
C1s Banden der Kohlenstoff-bindungen innerhalb des PMMA Moleküls An unbehan-
delten Proben liegt der größte Anteil der C-C- und C-H-Bindungen (64,8%) bei 
287 eV. Bei 288 eV befindet sich das Maximum für die C-O-Bindungen mit 18,7%. 
COOR-Bindungen (16,13%) liegen bei 290 eV. An den Proben ohne EDA wird bei 
402 eV (0,15%) und 401 eV (0,2%) Stickstoff detektiert. Diese Stickstoffmengen sind 
auf Verunreinigungen der Oberfläche zurückzuführen. Durch die Bestrahlung verän-
dert sich die Verteilung der Verbindung. Der Anteil der C-C und C-H-Bindungen wird 
um 4% reduziert. Der Anteil von C-O-Bindungen steigt auf 25% während der Anteil 
der COOR-Bindungen auf 11,5% sinkt. Die Oberfläche wird demnach oxidiert. Au-
ßerdem weisen bestrahlte PMMA-Proben die mit EDA behandelt werden 2,3% Stick-
stoff an der Oberfläche auf (Tabelle 8). Die PMMA-Oberfläche ist kovalent aminiert.  
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Abbildung 32: XPS Analyse von PMMA, bestrahlt mit der Wellenlänge 193 nm.In der linken 
Spalte sind die C1s Bindungen dargestellt. In der rechten Spalte die N1s Bindung. Die erste 
Zeile umfasst die Ergebnisse der unbestrahlten und nicht aminierten Proben, die zweite Zeile 
die unbestrahlten aminierten und die dritte Zeile die bestrahlten und aminierten Proben.  
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Tabelle 8: Ergebnisse der XPS-Analyse von PMMA das mit der Wellenlänge 193 nm be-
strahlt wird. 
Bindung 
Bindungs- 
energie [eV] 
Konzentration [%] 
Mit EDA 
Konzentration [%] 
Ohne EDA 
N1s 402 2,3 0,15 
N1s 401 --- 0,2 
C1s 290 11,5 16,13 
C1s 288 25,12 18,7 
C1s 287 60,9 64,76 
 
Für PMMA-Proben die mit 248 nm-Strahlung bestrahlt und aminiert sind, unbestrahl-
te aminierte und für unbehandelte PMMA Proben, werden XPS-Analysen durchge-
führt (Abbildung 33). Beim Vergleich der Übersichtsspektren der drei verschiedenen 
Proben können Maxima bei 280 und 530 eV detektiert werden. Diese Werte entspre-
chen den C 1s und den O 1s Banden der Sauerstoff und Kohlenstoff-Bindungen in-
nerhalb des PMMA Moleküls. Bei bestrahlten und mit EDA funktionalisierten Proben 
wird ein zusätzliches Maximum für Stickstoff-Bindungen im Bereich von 400 eV er-
wartet. Dieser Wert wird bei keiner der untersuchten Proben detektiert. Das bedeutet, 
dass keine kovalenten Aminbindungen an der Oberfläche vorhanden sind.  
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Abbildung 33: XPS-Analyse an PMMA-Proben, die mit 248 nm bestrahlt wurden. In der ers-
ten Zeile sind die Messergebnisse der unbehandelten Proben, in der zweiten Zeile die zur 
unbestrahlten, mit EDA funktionalisierten und in der dritten Zeile die zur bestrahlten, mit EDA 
funktionalisierten PCL Probe dargestellt. In der ersten Spalte ist das Übersichtsspektrum 
gezeigt, in dem es Ausschläge für C 1s Kohlenstoff (zweite Spalte) und O 1s Sauerstoff (drit-
te Spalte) gibt. Im Bereich von 400 eV (Übersicht) wäre ein Ausschlag für Stickstoff zu erwar-
ten. 
 
Auch die XPS-Analyse an mit 248 nm-Strahlung behandelten PCL-Proben weist kei-
ne kovalent gebundenen Amin-Gruppen auf der Oberfläche nach (Abbildung 34). In 
den Übersichtsspektren werden Ausschläge für Kohlenstoff und Sauerstoff für alle 
untersuchten Proben festgestellt. Bei EDA funktionalisierten Proben kann keine zu-
sätzliche Amidbande detektiert werden. 
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Abbildung 34: XPS-Analyse von PCL-Proben, die mit 248 nm bestrahlt wurden. In der ersten 
Zeile sind die Messergebnisse der unbehandelten Proben, in der zweiten Zeile die zur unbe-
strahlten, mit EDA funktionalisierten und in der dritten Zeile die zur bestrahlten, mit EDA 
funktionalisierten PCL Probe dargestellt. In der ersten Spalte ist das Übersichtsspektrum 
gezeigt in dem es Ausschläge für Kohlenstoff (zweite Spalte) und Sauerstoff (dritte Spalte) 
gibt. Im Bereich von 400 eV wäre ein Ausschlag für Stickstoff zu erwarten. 
 
Bewertung der Zetapotential- und XPS-Messung 
Obwohl durch die Grauwertanalyse Amingruppen an mit Strahlung der Wellenlänge 
248 nm aktivierten PMMA- und PCL-Oberflächen detektiert werden, wird die Anbin-
dung dieser Gruppen nicht durch XPS-Messungen bestätigt. Durch Zetapotential-
messung kann die Anbindung von Aminen an PMMA gemessen werden.  
Die Bestrahlung der Oberfläche mit fokussierter Laserstrahlung erfolgt lokal, das 
heißt nur in einem sehr kleinen Bereich von wenigen 100 µm². Für eine Bestimmung 
mit XPS-Analyse werden Probengrößen von mehreren Quadratmillimetern und für 
Zetapotentialmessungen von 20 x 10 mm² benötigt. Die Bearbeitung solcher Flächen 
erfordert lange Prozesszeiten, in der die gesamte Probe schrittweise bearbeitet wird. 
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In dieser Zeit reagieren entstandene Carboxylgruppen bereits wieder ab und stehen 
für eine Funktionalisierung mit Aminen nicht zur Verfügung.  
Des Weiteren sind die bestrahlten Felder, die bei der XPS-Messung analysiert wer-
den, optisch nicht von den unbestrahlten Fläche zu unterscheiden, weshalb nicht si-
cher ist, dass diese Flächen vermessen werden. Die Messung der Elementzusam-
mensetzung mit XPS erfolgt innerhalb der oberen 100 Å. Ein EDA Molekül ist etwa 
fünf bis acht Å groß und besteht ähnlich wie PMMA und PCL überwiegend aus Koh-
lenstoff und Wasserstoff, lediglich zwei Stickstoffmoleküle sind an dem Molekül ent-
halten. Ab einer Konzentration von 1% kann ein Molekül mit Hilfe von XPS zuverläs-
sig nachgewiesen werden. Möglicherweise liegt der Stickstoffgehalt auf den Proben 
unterhalb der Nachweisgrenze des XPS-Verfahrens. Auf eine geringe Stickstoffkon-
zentration an den Proben die mit Strahlung der Wellenlänge 248 nm aktiviert sind, 
weisen auch die Grauwertanalysen dieser Proben hin. Die Grauwerte dieser Proben 
liegen sechs- bis zehnmal niedriger, als solche von Proben die mit Strahlung der 
Wellenlänge 193 nm aktiviert wurden. Bei PMMA mit dieser Aktivierung können 2,3% 
Amine nachgewiesen werden.  
Eine weitere Möglichkeit, weshalb keine Aminbindungen auf den Proben nachgewie-
sen werden können ist, dass die Amine nicht kovalent, sondern adsorptiv an die 
Oberfläche gebunden sind. Dadurch können Amine durch Fluoreszenzfärbung nach-
gewiesen werden. Im Hochvakuum, welches bei XPS-Messungen herrscht dampfen 
diese Amine jedoch ab und können nicht mehr nachgewiesen werden. Die adsorptive 
Bindung der Amine an die Oberfläche wird auch durch die Waschexperimente, mit 
Kochsalzlösungen ansteigender Salzkonzentration besonders an PCL belegt. Bei 
PMMA ist dieser Effekt nicht so deutlich ausgeprägt, allerdings ist hier das gesamte 
Fluoreszenzsignal nur um bis zu 8% gegenüber dem Hintergrund erhöht. 
Die Zetapotentialmessung soll Amine dadurch nachweisen, dass sich der pH-Wert 
des isoelektrischen Punktes verschiebt. Die Messung an PMMA bestätigt eine Ver-
schiebung des pH-Wertes in Abhängigkeit von der Oberflächenfunktionalisierung. 
Eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes von aminiertem oder aktiviertem PCL 
kann nicht beobachtet werden. Die Erklärung hierfür kann wiederum in der adsorpti-
ven Anlagerung der Amine gesucht werden. Durch den basischen pH-Wert, den die 
Elektrolytlösung zu Beginn der Messung hat, können adsorptiv gebundene EDA-
Moleküle während der Titration des Elektrolyts abgewaschen und deswegen nicht 
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mehr detektiert werden. Die Anbindung der EDA-Moleküle erfolgt in Natriumphos-
phatpuffer bei pH 4,5. Bei diesem pH-Wert liegt EDA protoniert vor145, weshalb eine 
Adsorption über Wasserstoffbrückenbindungen an die Oberfläche möglich ist146 
 
4.2.2. Konzentrationsvariable Anbindung von Amingruppen 
Auswahl der optimalen Aminverbindung 
Die homogene Aminierung der Polymeroberfläche kann mit PEI erreicht werden (Ka-
pitel 4.2.1). Als nächstes wird die kontrollierte Änderung der Aktivierungsdichte der 
Oberfläche betrachtet. Die Ergebnisse zur Aktivierung der Oberfläche in 4.1.3 für 
PMMA bei Strahlung der Wellenlänge 193 nm haben gezeigt, dass die Oberflächen 
innerhalb eines Prozessfensters aktiviert werden können. Durch Pulsüberlagerung 
kann die Dosis variiert und dadurch die Aktivierung kontrolliert werden. Diese akti-
vierten Gruppen werden nun mit PEI- und EDA- Molekülen(Abbildung 35 A, B) ami-
niert und anschließend mit FITC gefärbt. Die Dosis wird von 0-2,5 J/cm² gesteigert. 
Der maximale Grauwert der PEI-aminierten Oberflächen liegt, wie der der EDA-
aminierten Oberflächen bei 180-200%. Danach ist die Oberfläche gesättigt. Es tritt 
demnach kein Verstärkungseffekt durch die Aminierung mit dem starkverzweigten 
PEI-Molekül ein. Stattdessen nehmen die Standardabweichungen zu und der Pro-
zess wird unzuverlässiger. Die molekulare Struktur des stark verzweigten PEI-
Moleküls beeinflusst die Aminierung der Oberfläche. Durch die Molekülgröße und 
Kettenlänge können sich die Aminogruppen des PEI frei bewegen. Während der A-
minierung bindet eine Amingruppe an eine Carboxylgruppe. Die anderen freien Ami-
ne stehen jedoch nicht frei von der Oberfläche ab, sondern lagern sich ebenfalls an 
mehrere Carboxylgruppen an der Oberfläche an. So werden mehrere Carboxylgrup-
pen durch ein PEI-Molekül abgedeckt. Zurück bleibt eine unbestimmte Anzahl freier 
Amingruppen, welche anschließend mit FITC nachgewiesen werden. Da dieser Pro-
zessschritt nicht kontrollierbar ist, sind die Standardabweichungen bei der Bestim-
mung der Funktionalisierungsdichte sehr groß. Das kurzkettige EDA hingegen, ist 
aufgrund der kurzen Kohlenstoffkette sterisch gehindert umzukippen und mit beiden 
Aminen an die Oberfläche zu binden. Das hat zur Folge, dass von jedem EDA-
Molekül genau ein Amin an die Oberfläche bindet und eines frei von der Oberfläche 
absteht und für die Anbindung von FITC oder weiteren funktionellen Gruppen ver-
wendet werden kann141. Durch die Aminierung mit PEI wird kein Verstärkungseffekt 
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erzielt. Für die kontrollierte konzentrationsvariable Anbindung von Aminen wird daher 
EDA eingesetzt. 
 
Abbildung 35: Vergleich der Aminierung von PMMA-Proben nach der Bestrahlung mit 
193 nm-Strahlung. A) Die Proben wurden nach der Bestrahlung mit PEI aminiert. B) Mit EDA 
funktionalisierte Proben. 
 
Kontrolle der Funktionalisierungsdichte an den Polymeroberflächen 
Es wurde bisher gezeigt, dass durch die Änderung der Dosis die Aktivierung der 
Oberfläche kontrolliert werden kann. Dieser Prozess soll nun genutzt werden, um 
Konzentrationsgradienten an den Oberflächen von PMMA und PCL herzustellen. Die 
Aktivierung erfolgt mit Strahlung der Wellenlänge 193 nm. Um einen Anstieg der 
Strahlungsdosis zu erreichen wird die Schrittweite zwischen den Pulsen von Reihe 
zu Reihe reduziert, so dass die eingebrachte Dosis zunimmt (Abbildung 36A). Für 
PCL wird die Dosis von 0 mJ/cm² bis hin zu 250 mJ/cm² gesteigert. Bei PMMA wer-
den etwas höhere Dosen bis hin zu 800 mJ/cm² verwendet. Anschließend werden 
EDA-Moleküle an die aktivierten Oberflächen angebunden. Bei beiden Proben nimmt 
mit zunehmender Aktivierung der Oberfläche der Grauwert zu. Bei PCL erreicht der 
GW ab einer Dosis von 250 mJ/cm² Sättigung. Der Anstieg des GWs bei PMMA ver-
läuft flacher. Es wird ab 600 mJ/cm² eine Sättigung des GW festgestellt (Abbildung 
36B). Für PCL steht demnach ein schmalerer Dosisbereich für die graduelle Aktivie-
rung der Oberfläche zur Verfügung als für PMMA. Jedoch ist die Funktionalisie-
rungsdichte bei PCL höher als bei PMMA was durch die höheren GW belegt wird. 
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Abbildung 36: Konzentrationsvariable Aminierung von PMMA und PCL mit 193 nm-Strahlung 
A) Fluoreszenzaufnahme einer PCL Oberfläche, zu erkennen sind die einzelnen Pulse die 
durch Änderung der Schrittweite überlagern und so zur Dosiszunahme führen. B) Grau-
wertanalyse der konzentrationsvariablen Aminierung der PMMA- und PCL-Oberflächen. 
 
4.2.3.  Verbesserung des Zellwachstums durch RGD-Funktionalisierung 
Die durchgeführte Aminierung dient der Stabilisierung der durch Bestrahlung aktivier-
ten Polymeroberfläche. Für die Entwicklung von Testsystemen werden an diese 
Amingruppen bioaktive Substanzen angebunden. Das Tripeptid RGD dient als Er-
kennungssequenz für Integrinrezeptoren in der Zellmembran, der Vermittlung von 
Zelladhäsion, -proliferation und -migration. Durch die Bindung dieses Peptids an Po-
lymeroberflächen wird die Zelladhäsion verbessert94,147. 
Die Anbindung der RGD-Peptide wird durch Kontaktwinkelmessungen validiert. Die 
Funktionalität der gebundenen RGD-Moleküle wird durch die Besiedlung mit neuro-
nalen B35-Zellen überprüft. Für beide Versuchsreihen werden die Proben mit 193 nm 
Laserstrahlung behandelt. An PMMA-Proben wird die homogene Funktionalisierung 
nachgewiesen. Der Einfluss der konzentrationsvariablen Anbindung von funktionellen 
Gruppen auf das Zellwachstum wird für PCL gezeigt. 
Homogene Funktionalisierung von PMMA 
Für die homogene Funktionalisierung der PMMA Oberflächen werden bestrahlte und 
unbestrahlte Proben mit PEI/EDC funktionalisiert. Anschließend wird in einem mehr-
stufigen nasschemischen Verfahren die RGD-Peptidsequenz an die Oberfläche ge-
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bunden. Die erfolgreiche Anbindung der Peptide wird durch Kontaktwinkelmessung 
mit destilliertem Wasser überprüft (Abbildung 37E). Unbehandeltes PMMA hat wie in 
der Literatur beschrieben einen Kontaktwinkel (KW) von ca. 76,55°±6°64. Durch die 
Funktionalisierung mit PEI und RGD-Peptiden sinkt der KW von unbestrahltem 
PMMA auf 45,9° ± 5°. Der Kontaktwinkel sinkt durch die Bestrahlung nicht signifikant 
auf 43,5°±8°. Das bedeutet, dass die Bestrahlung nur geringen Einfluss hat. Die Zell-
kulturversuche werden auf PMMA Proben durchgeführt, die auf gleiche Weise herge-
stellt wurden. In Abbildung 37A-C sind phasenkontrastmikroskopisch aufgenommene 
Bilder von B35-Zellen nach der Kultivierung für 24h gezeigt. Die Zellen wurden in 
serumfreiem Medium kultiviert, damit keine unspezifische Adsorption der Serumpro-
teine die Oberflächeneigenschaften beeinflusst. B35-Zellen differenzieren in serum-
freiem Medium aus, das heißt, sie bilden dendritische Zellausläufer148. Zur Beurtei-
lung des Wachstumsverhaltens der Zellen, wird die Länge der Zellkörper entlang der 
längsten erkennbaren Achse bestimmt. Bei adhärent wachsenden Zellen breitet sich 
der Zellköper auf der Oberfläche aus und flacht ab. Dies ist ein Zeichen für normales 
Wachstum und damit ein Merkmal für die Qualität der Oberfläche. Auf unbehandel-
tem PMMA zeigen die Zellen nach 24h eine kugelige Morphologie (Abbildung 37A). 
Die Länge des Zellkörpers liegt durchschnittlich bei 37,7 µm ± 10 µm (Abbildung 
37D). Auf unbestrahlten, mit PEI und RGD funktionalisierten Oberflächen ist Morpho-
logie überwiegend kugelig. Die durchschnittliche Zellkörperlänge liegt bei 40,3 µm ± 
12 µm. Auf bestrahlten und mit PEI und RGD funktionalisierten Oberfläche entspricht 
die Morphologie der von normal gewachsenen Zellen. Die Zellkörper erscheinen 
ausgespreizt und abgeflacht, außerdem haben sich dendritische Fortsätze ausgebil-
det. Die mittlere Länge der Zellkörper liegt bei 66,9 µm ± 20 µm. B35-Zellen wachsen 
demnach auf diesen aminierten RGD-funktionalisierten Oberflächen und zeigen eine 
normale Morphologie. 
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Abbildung 37: RGD-funktionalisierte PMMA-Proben nach 24h Besiedlung mit B35-Zellen A) 
Unbehandeltes PMMA B) Unbestrahltes, mit PEI und RGD funktionalisiertes PMMA C) Be-
strahltes, mit PEI und RGD funktionalisiertes PMMA (Maßstab 100µm) D) Bestimmung der 
Länge des Zellkörpers E) Kontaktwinkelmessung an PMMA.  
 
Homogen funktionalisierte Oberflächen und RGD-Gradienten an PCL 
PCL Proben wurden zunächst homogen mit 193 nm Laserstrahlung aktiviert, mit PEI 
behandelt und mit RGD funktionalisiert, als Kontrolle wurden unbestrahlte und unbe-
handelte Proben mitgeführt. Zu Überprüfung der Anbindung von RGD wurden Kon-
taktwinkelmessungen durchgeführt. Unbehandeltes PCL hat einen KW von 76,8° 
± 4°, unbestrahltes PCL, welches mit PEI und RGD behandelt wurde hat einen KW 
von 48,3° ± 5°. Durch die Bestrahlung und PEI Behandlung des Materials sinkt der 
KW bis auf 27,4° ± 7° (Abbildung 38E).  
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Abbildung 38: Besiedlung von PCL mit B35 Zellen. A) Unbehandeltes PCL, B) Zellkultivie-
rung auf RGD-Gradient (Pfeil) für 24h, C) Zellkultivierung auf RGD-Gradient (Pfeil) für 48h; 
A)-C) Zellskelett gefärbt mit Phalloidin Atto488 (grün), Zellkerne gefärbt mit DAPI (blau); 
Maßstab 200µm; D) Bestimmung der Zellzahl in Abhängigkeit von der Bestrahlungsdosis (n 
= 10); E) Bestimmung des Kontaktwinkels der funktionalisierten Oberflächen.  
 
An vergleichbar hergestellten PCL-Oberflächen wird anschließend die RGD-Sequenz 
angebunden. Die Oberfläche wird für 24h und 48h mit B35 Zellen in serumfreiem 
Medium besiedelt. Anschließend werden die Zellen fixiert und das Aktinskelett mit 
Phalloidin Atto 488, sowie der Nukleus mit dem Kernfarbstoff DAPI gefärbt. In Abbil-
dung 38 A-C sind B35 Zellen auf verschieden behandelten Oberflächen dargestellt. 
In A sind die Zellen gleichmäßig über die gesamte unbehandelte Probe verteilt. In B 
sind Zellen auf bestrahlten Proben nach 24h in C nach 48h gezeigt. Durch unspezifi-
sche Adsorption des Phalloidinfarbstoffs in die Polymeroberfläche werden die be-
strahlten Regionen sichtbar. So wird die Zellanzahl in den verschieden aktivierten 
Region pro Fläche bestimmt (Abbildung 38D). Bei bestrahlten, mit EDA und RGD-
funktionalisierten Proben werden in den unbestrahlten und in den mit 50 mJ/cm² be-
strahlten Regionen etwa 20 Zellen/cm² gefunden. In den mit 100 mJ/cm² bestrahlten 
Proben wachsen nach 24h etwa 75 Zellen/cm², in den mit 200 mJ/cm² bestrahlten 
Proben etwa 110 Zellen/cm². In der am stärksten aktivierten Region wachsen etwa 
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250 Zellen/cm². Die Standardabweichung ist in jedem Fall sehr hoch, weil die mittlere 
Zellzahl nicht auf allen ausgewerteten Bildern gleich war. Teilweise sind keine Zellen 
auf den Bildern vorhanden. Dies deutet auf eine ungleichmäßige Besiedlung der 
Oberflächen hin. Der Anstieg der mittleren Zellzahl in den verschiedenen Regionen 
zeigt, dass Zellen die unterschiedlich stark aktivierten und dadurch funktionalisierten 
Regionen erkennen. Des Weiteren kann auch eine Ausrichtung der Zellen innerhalb 
der am stärksten bestrahlten Region beobachtet werden (Abbildung 38C). 
 
4.2.4. Funktionalisierung der Amingruppen mit Laktosemolekülen 
Als weitere funktionelle Gruppe wird Laktose stellvertretend für Glykoproteine an die 
EDA-funktionalisierten PMMA-Oberflächen gebunden. Dazu wird zunächst die Lakto-
sekonzentration ermittelt, mit der alle Amingruppen auf der Oberfläche abgedeckt 
werden. Anschließend werden die Proben mit BodiPY FL NHS gefärbt und eine 
Grauwertanalyse durchgeführt. Während Proben ohne Laktosebehandlung einen 
Grauwert von 210% ± 75% aufweisen, sinkt der Grauwert durch die Behandlung mit 
2 µl einer 8 µM-Laktoselösung auf 125% bis 150%. Die Standardabweichung der 
Grauwerte wird sehr groß, so dass keine signifikante Änderung festgestellt wird. 
Durch die Behandlung mit einer 100 µM Laktoselösung sinkt der Grauwert signifikant 
auf 75% ± 60% (Abbildung 39A). In einer weiteren Versuchsreihe wird der Einfluss 
der Energiedosis auf die Laktose Anbindung untersucht. Für die Aktivierung der 
Oberfläche werden Energiedosen von 0,13 J/cm², 0,26 J/cm² und 0,39 J/cm² ge-
wählt. Die aminierten Proben werden mit einer 100 µM Laktoselösung und mit Puffer 
(0 µM Laktoselösung) behandelt. Bei den Proben ohne Laktose steigt der Grauwer-
tes auf 180% ± 10% bei niedrigster Fluenz auf 240% ± 100%. bei höchster Fluenz. 
Nach der Behandlung der Proben mit 100 µM Laktoselösung liegt bei allen Fluenzen 
der Grauwert bei etwa 75% (Abbildung 39B). 
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Abbildung 39: Funktionalisierung von EDA funktionalisierten PCL-Oberflächen mit Laktose, 
A) Variation der Laktosekonzentration und deren Einfluss auf die Abdeckung der Amingrup-
pen; B) Untersuchung des Einflusses der Oberflächen Aktivierung und die Abdeckung der 
Amingruppen durch 100 µM Laktoselösung. 
Laktose kann diesem indirekten Nachweis zu folge als Modellmolekül für Glykoprote-
ine an die aminierten Oberflächen angebunden werden. Der Nachweis erfolgt, indem 
die noch freien Amingruppen durch Fluoreszenzfärbung und Grauwertanalyse nach-
gewiesen werden. Es werden durch die Laktose nicht alle Amingruppen gebunden. 
Weil ein Laktosemolekül mehrere Amingruppen abdecken kann. Wenn ein Laktose-
molekül an ein Amin bindet, sind die umliegenden Amine für weitere Laktosemolekü-
le nicht zugänglich, weil sie sich gegenseitig verdrängen. Das Fluoreszenzmolekül ist 
jedoch kleiner als Laktose und kann zwischen den Zuckern an die noch freien Amine 
binden.  
Zusätzlich zu dem indirekten Nachweis der Laktoseanbindung an PCL, wird ein di-
rekter Nachweis geführt. PCL wird mit verschiedenen Energiedosen von 0,07 J/cm², 
0,13 J/cm² und 0,2 J/cm² aktiviert. Anschließend werden EDA und Laktose angebun-
den. Der Laktosenachweis wird mit einem FITC-Markierten Lektin (erythrina crista-
galli), welches spezifisch an Laktose bindet durchgeführt. Zur Kontrolle werden Pro-
ben ohne Laktose mitgeführt. Durch eine GW-Analyse wird die erfolgreiche Anbin-
dung validiert (Abbildung 40A). Der GW von Laktose behandelten Proben steigt mit 
zunehmender Bestrahlungsdosis auf 220% ± 25% an (Abbildung 40B, unten, rechts). 
Ohne Bestrahlung, mit Laktosebehandlung steigt dieser Wert auf 100% ± 10% an 
(Abbildung 40B, oben, rechts). Laktose adsorbiert unspezifisch die Oberfläche der 
PCL Proben. Ohne Laktosebehandlung haben die Proben nach der FITC-Lektin-
Färbung einen GW von etwa 50% ± 10% gegenüber unbehandelten Proben 
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(Abbildung 40B, oben, links). Das FITC-Lektin adsorbiert demnach unspezifisch an 
die Oberflächen. Durch die Bestrahlung entstehen auf der Oberfläche diskrete akti-
vierte Regionen an die Laktose und Lektin binden (Abbildung 40B, unten). 
 
 
Abbildung 40: Nachweis der konzentrationsvariablen Laktoseanbindung an PCL durch An-
bindung von FITC-markiertem Lektin. A) Grauwertanalyse von Laktosebehandelten und Lak-
tosefreien PCL Proben. B) Bilder von unbestrahlten und bestrahlten Proben mit und ohne 
Laktosefunktionalisierung. Der Maßstabsbalken entspricht 200µm. 
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5. Schlussfolgerung und Ausblick 
5.1. Aktivierung und Funktionalisierung von PMMA und PCL 
Durch die Bestrahlung mit UV-Laserstrahlquellen können die Polymere PMMA und 
PCL lokal aktiviert werden. Dies wurde durch die Detektion von Carboxylgruppen mit 
Fluoreszenzfärbung an der Oberfläche erfolgreich nachgewiesen. Für eine zuverläs-
sige und kontrollierte Aktivierung der Oberflächen eignet die ArF-Laserstrahlquelle (λ 
= 193 nm). An die bei der Bestrahlung entstandenen Carboxylgruppen können Amin-
gruppen kovalent angebunden werden. Die erzielten Aktivierungsergebnisse mit 
Strahlung der Wellenlänge 248 nm führen dagegen zu einer bis zu zehnfach gerin-
gen Aktivierung der Oberfläche. PCL kann mit der Wellenlänge 248 nm besser akti-
viert werden als PMMA. Bei der Bestrahlung ist die Repetitionsrate mit der die Ober-
fläche aktiviert wird unterhalb von 10 Hz zu wählen, da das PCL bei größeren Repeti-
tionsraten schmilzt. Die anschließende Aminierung nach dieser Bestrahlung beruht 
überwiegend auf adsorptiven Effekten der Amine an der Oberfläche. Dies wird durch 
Waschexperimente nachgewiesen. 
Durch Überlagerung von Einzelpulsen kann die Aktivierungsdosis kontrolliert werden. 
Die kontrollierte Aktivierung der Oberfläche ermöglicht die Einstellung der Dichte 
funktioneller Gruppen an der Oberfläche. Diskrete Felder unterschiedlicher Konzent-
ration oder kontinuierliche Konzentrationsgradienten werden auf den Polymerober-
flächen erzeugt. Durch die Fluoreszenzfärbungen sind relative Aussagen über die 
Aktivierung und entsprechende Funktionalisierung möglich. Mit Hilfe der XPS Mes-
sung an PMMA werden 2,3% Amingruppen auf den Oberflächen nachgewiesen. Da 
die bestrahlten Flächen sehr klein sind, ist es nicht möglich eine absolute Amingrup-
penkonzentration auf der Oberfläche zu bestimmen.  
Die die Entscheidung für PEI oder EDA, welches für die Aminierung der Oberfläche 
verwendet wird, erfolgt entsprechend der Anwendung. Stark verzweigte Moleküle, 
wie das in dieser Arbeit untersuchte Molekül PEI eignen sich nur für homogene Be-
schichtungen. Für Gradienten oder bestimmte Konzentrationen müssen lineare Mo-
leküle gewählt werden. In dieser Arbeit wurde das kurzkettige EDA-Molekül unter-
sucht, welches genau eine Amingruppe an der Oberfläche zur Verfügung stellt. Diese 
Amine können verwendet werden, um das bioaktive Peptid RGD und die Laktose an 
der Oberfläche zu immobilisieren. Beide Moleküle sind nach der Immobilisierung 
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noch aktiv. Da die kurzen EDA Moleküle sehr starr an der Oberfläche gebunden sind, 
kann möglicherweise nicht an jedes Amin ein Laktosemolekül binden. Dies ergibt 
sich aus den Färbeversuchen mit BodiPY FL EDA. Durch die Wahl langkettiger Ami-
ne, beispielsweise durch PEG-Moleküle, kann die Laktoseanbindung möglicherweise 
optimiert werden, weil diese Moleküle beweglicher sind. 
RGD-Peptide werden in dieser Arbeit stellvertretend für Proteine an die aktivierten 
Oberflächen angebunden. Die untersuchten Zellen erkennen die Regionen mit unter-
schiedlicher Funktionalisierungsdichte. In weiterführenden Arbeiten kann nun unter-
sucht werden, ob größere Wachstumsproteine wie beispielsweise TGF beta ebenfalls 
auf diese Weise an den Oberflächen angebunden werden können und ob Zellen die-
se Konzentrationsunterschiede detektieren. Außerdem bleibt zu untersuchen, wie 
lange ein solcher Gradient bestehen bleibt und ob er von Zellen abgebaut oder durch 
zelleigene Proteine überlagert wird.  
Ebenso wie RGD-Peptide wurde Laktose als Stellvertreter für Glykoproteine an die 
aminierten Oberflächen gebunden. Die Ergebnisse zeigen, dass Laktose in verschie-
denen Konzentrationen angebunden werden kann. Nun kann untersucht werden, ob 
Glykoproteine ebenfalls an diese Oberflächen angebunden werden können und wie 
die Funktionalisierungsdichte das Bindungsverhalten dieser Moleküle beeinflusst. 
Daraus können Testsysteme aufgebaut werden, mit denen nach neuen Krankheits-
markern gesucht werden kann. 
5.2. Prozessstrategie zum Aufbau von Testsystemen mit kontrollierten 
Funktionalisierungsdichten 
Das HTS-Verfahren ist für die schnelle Durchsuchung großer Wirkstoffdatenbanken 
entwickelt worden. Für die Untersuchung eines einzelnen potentiellen Wirkstoffs fal-
len Kosten in Höhe von 5-8 US$ an12. Um eine Wirkstoffdatenbank, die 500.000-
1.500.000 Substanzen umfasst, zu testen, entstehen für nur einen molekularen Mar-
ker hohe Kosten. Dabei ist die Ausbeute an passenden Wirkstoff-Molekül-
Verbindungen sehr gering, weshalb die Kosten und der Zeitaufwand weiter steigen5. 
Mit dem hier untersuchten Verfahren kann in der Zukunft eine Strukturierungstechno-
logie entwickelt werden, die es ermöglicht mit einer einzigen Messung einen zusätzli-
chen Parameter, den der konzentrationsabhängigen Bindung eines Moleküls zu un-
tersuchen. Dieser zusätzliche Parameter innerhalb eines Experiments erlaubt die 
Reduktion der Versuchsansätze um die Anzahl der herkömmlicherweise separat un-
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tersuchten Konzentrationen. Um beispielsweise die Messergebnisse für ein Messfeld 
mit 10 x 10 diskreten Konzentrationen zu erzielen müssen bisher 100 Einzelexperi-
mente durchgeführt werden. Mit dem hier entwickelten Verfahren ist diese Messung 
in einem Experiment möglich. Dies spart nicht nur Zeit, sondern macht die Ergebnis-
se vergleichbarer, da sie unter identischen Bedingungen durchgeführt werden. 
Damit dieses Verfahren jedoch Einsatz in biotechnologischen Einrichtungen finden 
kann, muss es hinsichtlich der verwendeten Strahlquellen weiter entwickelt werden. 
Die Ergebnisse der Bestrahlungsexperimente mit 193 nm- und 248 nm-Strahlung 
zeigen, dass beide Wellenlängen für eine Oberflächenaktivierung eingesetzt werden 
können. Während 193 nm-Strahlung die Bindungsenergie der Esterbindungen in 
PMMA und PCL stark anregt und bereits niedrige Fluenzen zur Abspaltung der 
Gruppen führen, sind für die Aktivierung mit 248 nm-Strahlung höhere Fluenzen not-
wendig und es entstehen weniger aktive Gruppen. 
Eine Weiterentwicklung des Prozesses mit Strahlquellen der Wellenlänge 248 nm ist 
dennoch interessant, weil die mögliche Aktivierung der Oberfläche mit Strahlung der 
Wellenlänge 248 nm bietet zwei Vorteile 
1) Das breitere Prozessfenster der längeren Wellenlänge erlaubt eine feinere Ab-
stimmung der eingebrachten Fluenz. Dadurch kann die Funktionalisierungsdichte auf 
der Oberfläche genauer eingestellt werden.  
2) Die langwelligere Laserstrahlung kann nicht nur mit Excimerlaserstrahlquellen er-
zeugt werden. Die in dieser Arbeit eingesetzten Excimerstrahlquellen benötigen auf-
grund ihrer Größe viel Platz, sowie eine aufwendige Infrastruktur, wie Abluft und 
Gasschränke um einen sicheren Betrieb zu gewährleisten, weshalb der Einsatz die-
ser Strahlquellen in biologischen Einrichtungen schwierig ist. Daher ist es sinnvoll, 
alternative Strahlquellen zu untersuchen, die in diesem Wellenlängenbereich arbei-
ten. Eine mögliche Alternative können Mikrochiplaserstrahlquellen sein, wie bei-
spielsweise 4ϖ Nd:YAG, die bei 266 nm emittieren und nur eine Grundfläche von 160 
x50 mm² aufweisen. Damit lassen sie sich gut in Tischaufbauten integrieren, so dass 
sie auf Laborbänken eingesetzt werden können. Ein großer Vorteil dieser Mikro-
chiplaserstrahlquellen sind zu dem der Anschaffungspreis von wenigen 1000 Euro, 
sowie die Unterhaltskosten. Bei Excimerlasern liegt der Anschaffungspreis um einen 
Faktor 100 über dem von Mikrochiplasern, außerdem benötigen Excimerlaser für den 
Prozessstrategie zum Aufbau von Testsystemen mit kontrollierten Funktionalisierungsdichten 
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Einsatz regelmäßig die Gase Argon oder Krypton, Fluor und Helium, welche nicht nur 
teuer, sondern im Fall von Fluor auch gesundheitsschädlich sind. Mikrochiplaser-
strahlquellen haben keine derartigen Unterhaltskosten. Vorläufige Untersuchungen 
zur Aktivierung von PMMA mit 266 nm haben bereits gezeigt, dass diese Strahlquel-
len eingesetzt werden können. Aufgrund der kleineren Pulslängen (<1 ns) der Mikro-
chiplaserstrahlquellen müssen die Parameter für diese Anwendung jedoch noch un-
tersucht werden. Außerdem treten aufgrund der kürzeren Aktivierungszeiten andere 
photochemische Prozesse auf139. 
Da sich jedoch gezeigt hat, dass die Aktivierung mit 193 nm Laserstrahlung effizien-
ter ist, sollte untersucht werden, ob alternativ 5ϖ Nd:YAG Strahlquellen (λ = 213 nm) 
verwendet werden können. Diese Strahlquellen sind derzeit allerdings noch nicht 
verbreitet. 
Die Aktivierung der Oberfläche mit Laserstrahlung ist der erste Schritt zur Entwick-
lung eines Testsystems. Dieser Aktivierung schließt sich die Anbindung der bioakti-
ven Substanzen an. Verschiedene Verbindungsmoleküle können für die Stabilisie-
rung der aktivierten Carboxylgruppen an die Oberfläche gebunden werden. Das un-
tersuchte PEI-Molekül eignet sich nur für die homogene Funktionalisierung der Ober-
flächen. Aufgrund der Molekülstruktur lagern diese Amine an der Oberfläche kovalent 
und adsorptiv an und führen zu einer unkontrollierbaren Anzahl Amingruppen. Die 
Wahl des Diamins EDA erlaubt die Kontrolle der Anbindungsdichte von funktionellen 
Gruppen. Verzweigte Moleküle eignen sich demnach nicht dazu verbesserte HTS-
Analysen aufzubauen. Lineare Moleküle wie EDA oder langkettige PEG-Moleküle 
können für den Aufbau von diskreten Konzentrationsunterschieden und kontinuierli-
chen Gardienten verwendet werden. Anwendung finden diese Strukturen zum einen 
in den oben beschriebenen HTS-Systemen. Zum anderen können zellbasierte Test-
systeme aufgebaut werden, mit denen die Ausrichtung und Differenzierung von Zel-
len untersucht werden können. Fragestellungen, die mit solchen Tests beantwortet 
werden können, sind Ausrichtung und Wachstumsleitung von neuronalen Zellen zur 
Heilung von Nervenerkrankungen149,150. 
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6. Zusammenfassung 
Der Einsatz von UV-Laserstrahlung zur Aktivierung von PMMA wurde für technische 
Anwendungen bereits 1986 durch die Arbeitsgruppe von Srinivasan untersucht130. 
Die nasschemische Funktionalisierung von PCL zur Entwicklung von Implantatober-
flächen gehört zum Stand der Technik. Dabei wird PCL häufig mit anderen Polyme-
ren, die funktionelle Gruppen tragen, vermischt151,152. Die Aktivierung von PCL durch 
Bestrahlung mit Excimer-Laserstrahlung wurde noch nicht untersucht. PMMA wurde 
bereits für die Entwicklung von biologischen Testsystemen nasschemisch funktionali-
siert125. 
Gegenstand dieser Arbeit ist daher, die Polymeroberflächen von PMMA und PCL mit 
Excimer-Laserstrahlung zu aktivieren und diese aktivierten Oberflächen anschlie-
ßend nasschemisch mit bioaktiven Molekülen zu funktionalisieren. Es werden Pro-
zessparameter bestimmt, die gleichzeitig eine intensive und zerstörungsfreie Aktivie-
rung der Oberflächen erlauben. Die gute Kontrollierbarkeit der Laserbestrahlung und 
deren gute räumliche und zeitliche Auflösung lassen erwarten, dass sich die unter-
schiedlichsten Aktivierungsmuster realisieren lassen, um die Menge und Dichte an 
funktionellen Gruppen auf den Polymeroberflächen zu steuern. Neben diskreten ho-
mogenen Strukturen werden Konzentrationsgradienten aus Wachstumsfaktoren her-
gestellt, mit denen die Zellproliferation beeinflusst werden kann. 
In dieser Arbeit werden mit zwei UV-Excimerlasern mit Wellenlängen von 193 nm 
und 248 nm PMMA- und PCL-Oberflächen bestrahlt. Die Parameter Fluenz, Pulszahl 
und Repetitionsrate werden variiert und deren Einfluss auf die Aktivierung untersucht. 
Anschließend wird in einem zweiten Schritt die Eignung der erzielten Aktivierung auf 
die Funktionalisierung überprüft. Dazu wird zum einen das Peptid RGD als Zeller-
kennungssequenz und zum anderen Laktose als Modellmolekül für Glykoproteine an 
die Oberflächen gebunden. Die Funktionalität des Peptids, sowie der Einfluss von 
verschiedenen Peptidkonzentrationen an der Oberfläche werden mit Hilfe von Zell-
besiedlungsversuchen überprüft. 
Um zu gewährleisten, dass einerseits eine hohe Intensität der Aktivierung erreicht 
und andererseits eine Zerstörung der Oberfläche vermieden wird, wird jeweils für die 
zwei Wellenlängen und die zwei Materialien die Abtragsschwelle bestimmt. Durch 
 97 
Erhöhung der Bestrahlungsdosis kann die Dichte aktivierter Gruppen und damit die 
Funktionalisierungsdichte erhöht werden. Die Fluenz muss dabei einen Schwellwert 
überschreiten um zu einer messbaren Aktivierung der Oberfläche zu führen. Mit stei-
gender Pulszahl nimmt die Aktivierung so lange zu, bis es zu einer Zerstörung der 
Oberfläche kommt. Für PMMA und PCL existiert ein Prozessfenster, innerhalb des-
sen die Oberflächen aktiviert werden kann. 
Bei der Zerstörung der Oberfläche weisen PMMA und PCL aufgrund der Molekül-
struktur Unterschiede auf. Während an PMMA überwiegend MMA entsteht, welches 
aus dem Material entfernt wird, brechen bei PCL die Ketten stellenweise auf, bleiben 
aber miteinander verbunden. Dadurch vergrößert sich die Polymeroberfläche, so 
dass eine größere Anzahl aktiver Gruppen entstehen kann. Bei PMMA dagegen er-
höht sich die Größe der Oberfläche nicht, wodurch ab einer gewissen Schwelle keine 
weiteren funktionellen Gruppen entstehen. Durch die Bestrahlung mit der Wellenlän-
ge 193 nm entsteht eine sechs- bis zehnmal größere Anzahl aktiver Gruppen. Diese 
können in einem nachfolgenden Schritt aminiert werden. Wie XPS-Untersuchungen 
und verschiedene Waschprotokolle zeigen, sind Amingruppen an Proben, die mit 
193 nm aktiviert werden kovalent gebunden. Diese Amingruppen stehen für die wei-
tere Funktionalisierung zur Verfügung. Ein Großteil der Amingruppen an Proben mit 
248 nm-Aktivierung ist jedoch nicht kovalent an die Oberfläche gebunden. In diesem 
Fall ist wichtig, bei der weiteren Funktionalisierung mit bioaktiven Molekülen darauf 
zu achten, dass Waschlösungen mit pH-Werten zwischen 5 und 7,4 und niedriger 
Salzkonzentration gewählt werden, damit die Funktionalisierung erhalten bleibt. Eine 
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) eignet sich dafür gut und wird auch standard-
mäßig für die Arbeit mit Proteinen verwendet, welche im nächsten Schritt an die 
Amingruppen gebunden werden. 
Die gezielte Bestrahlung innerhalb der bestimmten Prozessfenster führen zu unter-
schiedlichen Aktivierungsdichten auf den Polymeroberflächen. Durch die Bestrahlung 
mit 193 nm-Strahlung entstehen an PMMA und PCL hauptsächlich Carboxylgruppen. 
Aufgrund der geringen optischen Eindringtiefe von 193 nm-Strahlung in PMMA und 
PCL ist der thermische Einfluss dieser Strahlung gering. Anders ist die Situation bei 
248 nm-Strahlung. Die optische Eindringtiefe in PMMA liegt bei 0,96 µm und ist somit 
fünfmal so groß wie für 193 nm-Strahlung. Der thermische Einfluss, den 248 nm-
Strahlung auf die PMMA Oberflächen hat bewirkt, dass neben Carboxylgruppen auch 
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CO2-Gruppen an der Oberfläche entstehen. Die Aktivierung von PMMA ist mit 
248 nm-Strahlung unspezifischer. Für PCL liegt die optische Eindringtiefe bei 25 µm. 
Insgesamt hat die Folie jedoch nur eine Dicke von 40 µm, dies hat zur Folge, dass 
die Strahlung tief ins Material eindringt. Der Prozess mit dem die Polymerspaltung 
erfolgt ist derzeit unklar. Möglicherweise führt die eingebrachte Energie zu thermi-
schen Effekten, so dass das PCL schmilzt oder kumulierte photochemische Effekte 
treten auf. 
Der Vorteil dieser längeren UV-Wellenlänge ist, dass es zusätzlich zu den Excimerla-
serstrahlquellen Mikrochip-Laserstrahlquellen gibt, die in diesem Wellenlängenbe-
reich arbeiten. Dazu zählt die 4ϖ Nd:YAG Mikrochip Laserstrahlquelle (λ = 266 nm). 
Es stellt sich daher die Frage ob diese Mikrochiplaser ebenfalls für die Aktivierung 
von PMMA- und PCL-Oberflächen eingesetzt werden können, weil die Photonen-
energie mit 4,66 eV noch niedriger ist als für 248 nm-Strahlung. Für PMMA sind die-
se vermutlich geeigneter, als für PCL. Aufgrund des kleineren Bauraums mit einer 
Grundfläche von etwa 10x20 cm² erlauben diese Strahlquellen jedoch den Aufbau 
kleiner Bestrahlungsysteme, die auf einer Tischwerkbank Platz finden. So würde sich 
dieser Aktivierungsprozess mit einem automatisierten Funktionalisierungsprozess 
kombinieren lassen. 
Die aktivierten Oberflächen können zur Funktionalisierung mit bioaktiven Gruppen 
verwendet werden. RGD und Laktose binden an die Amingruppen. Die Zellbesied-
lungsversuche zeigen, dass Zellen die unterschiedlichen Regionen der Funktionali-
sierungsdichte erkennen. Die Bestrahlung mit UV-Excimerlaserstrahlung stellt also 
ein wirksames Verfahren dar, welches zu Herstellung von Oberflächen mit unter-
schiedlicher Funktionalisierungsdichte eingesetzt werden kann. Es erlaubt unter-
schiedliche Proteinkonzentrationen an die verschiedenen Polymeroberflächen zu 
binden. Herkömmliche Verfahren arbeiten bei der Bildung von Konzentrationsgradi-
enten durch Bestrahlung mit Masken die eine Oberfläche verdecken und anschlie-
ßend schrittweise entfernt werden. Maskenbasierte Gradienten sind an eine feste 
lineare Geometrie gebunden. Da die Probe unter dem Laserstrahl frei bewegt werden 
kann, können durch Bestrahlung mit UV-Laserstrahlung Geometrien frei gewählt 
werden. Alternativ kann der Strahl mit einem Scanner auf der Probe positioniert wer-
den. Neben linearen Strukturen, können Punkte unterschiedlicher Funktionalisie-
rungsdichte oder andere freie Geometrien gewählt werden. Dies erlaubt den Aufbau 
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miniaturisierter Testsysteme, die die Testung eines Wirkstoffs in beliebig vielen Kon-
zentrationen erlauben. Freie Geometrien werden beispielsweise dann benötigt, wenn 
Implantatmaterialien lokal aktiviert werden müssen, damit sie entweder zellabwei-
send oder zellwachstumsfördernd wirken. Auch können Wirkstoffe wie Medikamente 
in definierten Konzentrationen angebunden werden. So wie gezeigt wird, dass Prote-
ine angebunden werden können, so wird auch gezeigt, dass Zuckermoleküle, hier 
Laktose, an die Oberflächen gebunden werden kann. Die Herstellung von Oberflä-
chen mit kontrollierter Funktionalisierungsdichte ermöglicht die Untersuchung von 
konzentrationsabhängigen Bindungseigenschaften von Zuckern, respektive Gly-
koproteinen. Dies eröffnet die Möglichkeit, in Zukunft mit neuen Testsystemen neue 
molekulare Merkmale auf Zuckerbasis zu entdecken, welche der Erkennung von 
Krankheiten dienen.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt, dass die kontrollierte Akti-
vierung von PCL und PMMA mit UV-Excimerlaserstrahlung ermöglicht. Die Weiter-
entwicklung dieses Verfahrens, mit Hinblick auf einen deutlich reduzierten apparati-
ven Aufwand, durch kleinere UV-Laserstrahlquellen wird zur Entwicklung eines neu-
artigen Aktivierungsverfahrens für die Entwicklung konzentrationsabhängiger Hoch-
durchsatzverfahren führen. 
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